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Fissuras do lábio e/ou palato (FL/P) representam a anomalia congênita 
mais comum em humanos. FL/P podem estar associadas a outras malformações, 
caracterizando uma síndrome, ou apresentar-se de forma isolada, recebendo a 
denominação não-sindrômica (FL/PNS). A etiologia das FL/PNS é complexa e 
envolve a participação de inúmeros genes, os quais estão sobre a influência de 
fatores ambientais. Alguns estudos demonstraram uma frequência elevada de 
anomalias dentais em pacientes com FL/PNS, sugerindo um defeito genético 
único para essas duas alterações. Os objetivos deste estudo foram: 1) verificar se 
polimorfismos nos genes responsáveis por síndromes que apresentam FL/P em 
seu espectro clínico, incluindo TP63, MID1, PVRL1, RUNX2 e TBX1, podem 
contribuir para a etiologia das FL/PNS, e 2) determinar a frequência de anomalias 
dentais em pacientes com FL/PNS. Sete regiões polimórficas foram genotipadas 
por PCR-RFLP (reação em cadeia da polimerase associada à análise de 
polimorfismo de fragmentos de restrição enzimática) em amostras de DNA 
provenientes de 367 pacientes afetados por FL/PNS (grupo experimental) e de 
413 indivíduos clinicamente normais (grupo controle). Para determinar a 
frequência de anomalias dentais em pacientes com FL/PNS, 296 pacientes com 
idade entre 12 e 30 anos, sem história de extração dental e tratamento ortodôntico 
prévio e que apresentavam documentação radiográfica foram avaliados. Dos 7 
prováveis polimorfismos, apenas 3 foram confirmados em nossa população. Após 
correção para múltiplas comparações pelo teste de Bonferroni, apenas o 
polimorfismo rs28649236 do gene TBX1 demonstrou diferença significante entre 
os grupos. O alelo G e os genótipos AG e GG ocorreram em uma frequência 
significantemente maior no grupo controle que no grupo experimental, e na 
presença do alelo G um efeito protetor para o desenvolvimento de FL/PNS foi 
observado (p=0,0002; OR: 0,41; IC 95%: 0,25-0,67). Anomalias dentais foram 
identificadas em 57,7% (n=296) dos pacientes com FL/PNS e pacientes com FL 
foram significantemente menos acometidos por anomalias dentais comparando-se 
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com pacientes com FP ou FLP (p=0,004). Agenesia dental foi a mais 
frequentemente identificada entre os tipos de fissura, principalmente em pacientes 
com FLP e FP que em pacientes com FL (p=0,03). O presente estudo demonstrou 
que o polimorfismo rs28649236 do gene TBX1 apresenta um efeito protetor para o 
desenvolvimento de FL/PNS em uma população brasileira e que o risco de 
pacientes com FLP ou FP apresentar anomalias dentais é significantemente maior 
que o de pacientes com FL. Em adição, este estudo corrobora com evidências 
prévias que demonstraram a influência de genes responsáveis por síndromes 
contendo FL/P na etiopatogenia das FL/PNS. 
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Cleft lip and/or cleft palate (CL/P) is the most common congenital anomaly 
in humans. CL/P may be associated with other malformations, featuring a 
syndrome, or present itself in an isolated form, denominated nonsyndromic 
(NSCL/P). NSCL/P etiology is complex and involves the participation of numerous 
genes, which are under the influence of environmental factors. Some recent 
studies have demonstrated a high frequency of dental anomalies in patients with 
NSCL/P, suggesting a common genetic defect for these two alterations. The 
objectives of this study were: 1) to verify whether polymorphic variants of genes 
responsible for syndromes that have CL/P in their clinical spectrum, including 
TP63, MID1, PVRL1, TBX1 and RUNX2, may contribute to the etiology of NSCL/P, 
and 2) to determine the frequency of dental anomalies in patients with NSCL/P. 
Seven polymorphic regions were genotyped by PCR-RFLP (restriction fragment 
length polymorphism-polymerase chain reaction) in DNA samples from 367 
patients affected by NSCL/P (experimental group) and 413 clinically normal 
subjects (control group). To determine the frequency of dental anomalies in 
patients with NSCL/P, 296 patients aged between 12 and 30 years without history 
of tooth extraction and orthodontic treatment and with radiographic documentation 
were evaluated. Out of 7 probable polymorphisms, only 3 were confirmed in our 
population. After correction for multiple comparisons by Bonferroni test, only 
rs28649236 TBX1 polymorphism showed significant difference between groups. 
The allele G and the AG and GG genotypes occurred in a significantly higher 
frequency in controls than in the experimental group, and in the presence of the G 
allele a protective effect against NSCL/P was observed (p=0.0002; OR: 0.41; 95% 
CI: 0.25-0.67). Dental anomalies were identified in 57.7% (n= 296) of patients with 
NSCL/P and patients with CL were significantly less affected by dental anomalies 
compared with patients with CP or CLP (p=0.004). Dental agenesis was the most 
frequently identified among the cleft types, especially in patients with CLP and ICP 
than in patients with FL (p=0.03). The present study demonstrated that rs2864923 
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TBX1 polymorphism has a protective effect in NSCL/P development in a Brazilian 
population, and patients with CLP or CP are frequently more affected by dental 
anomalies than patients with CL. In addition, this study corroborates with previous 
evidences demonstrating the influence of genes related to syndromes containing 
CL/P on etiopathogenesis of the NSCL/P. 
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As fissuras orofaciais estão entre as alterações congênitas mais 
prevalentes nos seres humanos (Gorlin et al., 2001; Stanier & Moore, 2004; 
Jugessur et al., 2009) e apresentam um importante impacto social e uma fonte de 
substancial morbidade e mortalidade mundial (Murray, 2002). Dentre as fissuras 
orofaciais, as fissuras labiais e/ou palatinas (FL/P) são as mais prevalentes, e em 
70% dos indivíduos se apresentam como não-sindrômicas (FL/PNS), ou seja, sem 
malformações estruturais nos demais órgãos e sem alterações comportamentais 
e/ou cognitivas (Schutte & Murray, 1999; Gorlin et al., 2001). Os demais 30% 
ocorrem por desordens mendelianas (autossômica dominante, autossômica 
recessiva ou ligada ao X), cromossômicas, teratogênicas e condições esporádicas 
que incluem defeitos congênitos (Schutte & Murray, 1999; Thomas et al., 2008). 
A incidência das FL/PNS é de aproximadamente 1 em cada 500-2.000 
nativivos, variando de acordo com a localização geográfica, etnia/raça e condição 
sócioeconômica da população estudada (Bender, 2000). Na América do Sul, 
estudos encontraram uma incidência aproximada de 1,1 casos de FL/PNS para 
cada 1.000 crianças nascidas vivas (Vieira et al., 2003). No Brasil, os estudos 
quanto à incidência de FL/PNS são escassos e variam consideravelmente. De 
acordo com os levantamentos brasileiros, a incidência de FL/PNS varia de 0,19 a 
1,54 para cada 1.000 nascimentos (Loffredo et al., 2001a; Martelli-Júnior et al., 
2006; Nunes et al., 2007; Rodrigues et al., 2009). Não se sabe se esta diferença 
epidemiológica é real ou associada a diferenças metodológicas. 
As FL/P podem ser classificadas em 3 grupos, tendo como referência 
anatômica o forame incisivo: (1) fissuras pré-forame incisivo ou fissuras labiais 
(FL), (2) fissuras pós-forame incisivo ou fissuras palatinas (FP) e (3) fissuras trans-
forame incisivo ou fissuras lábio-palatinas (FLP) (Spina et al., 1972). Considerando 
o tipo de fissura, alguns estudos observaram uma maior frequência das FLPs 
(Menegotto & Salzano, 1991; Tolarova & Cervenka, 1998; Shapira et al., 1999; 
Rajabian & Sherkat, 2000; Cooper et al., 2000; Freitas et al., 2004; Martelli-Junior 
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et al., 2006). No entanto, a frequência das FPs (Antoszewski & Kruk-Jeromin, 
1997; Bellis & Wohlgemuth, 1999; Stoll et al., 2000) ou das FLs (Nagem Filho et 
al., 1968) pode ser maior que a das FLPs. 
Mesmo representando uma alteração do desenvolvimento comum, a 
etiopatogenia das FL/PNS permanece obscura. Tal desconhecimento é 
provavelmente reflexo da vasta diversidade dos mecanismos moleculares 
envolvidos na embriogênese facial com a participação de múltiplos genes e da 
influência de fatores ambientais (Carinci et al., 2007; Vieira, 2008). Dentre os 
principais fatores de risco ambiental relacionados à etiologia das FL/PNS estão o 
uso de medicamentos (Zarante et al., 2009), o consumo de bebidas alcoólicas, o 
tabagismo durante a gestação (Vieira, 2008; Zarante et al., 2009; Leite & Koifman, 
2009; Jia et al., 2009), a dieta e a suplementação vitamínica materna, 
particularmente durante o primeiro trimestre de gestação (Johnson & Little, 2008). 
Atualmente, os principais estudos sobre a etiopatogenia das FL/PNS buscam 
determinar o papel das variantes polimórficas dos genes associados às vias de 
sinalização celular que participam da formação do lábio e/ou palato, bem como o 
papel dos fatores ambientais na modulação da expressão e função destes genes. 
Nos últimos anos foram identificados genes que quando mutados resultam em 
síndromes que contêm a FL/P em seu cenário clínico, abrindo a perspectiva de 
que polimorfismos nesses genes possam também contribuir para a etiologia das 
FL/PNS (Scapoli et al., 2008, Shi et al., 2009). Dentre esses genes, destacam-se o 
gene TP63, responsável pela síndrome da ectrodactilia, displasia ectodérmica e 
FL/P, MID1, o qual é responsável pela síndrome de Opitz, PVRL1, que causa a 
síndrome da displasia ectodérmica e FL/P, RUNX2, responsável pela displasia 
cleidocraniana e TBX1, responsável pela síndrome da deleção 22q11.2. 
Estudos evidenciaram que as FL/PNS e a odontogênese apresentam 
semelhanças embriológicas em relação ao tempo de formação e à posição 
anatômica, e alguns estudos apontam para uma ligação entre essas estruturas e 
sugerem que as anomalias dentais podem representar um subfenótipo das 
FL/PNS (Peters et al., 1998; Weinberg et al., 2006; Letra et al., 2007; Menezes & 
3 
Vieira, 2008). Uma frequência elevada de anomalias dentais foi relatada em 
pacientes com FL/PNS (Jordan et al., 1966; Werner & Harris, 1989; Tsai et al., 
1998; Shapira et al., 2000; Slayton et al., 2003, Letra et al., 2007; Menezes et al., 
2008; Tereza et al., 2009) e a gravidade das anomalias parece estar diretamente 
relacionada ao tipo de fissura (Slayton et al., 2003; Vieira, 2003; Aizenbud et al., 
2005; Letra et al., 2007; Menezes & Vieira, 2008). Entre os grupos de anomalias 
dentais, as de número, tamanho, forma e posição são as mais comuns em 
pacientes com FL/PNS (Tsai et al., 1998; Shapira et al., 2000, da Silva et al., 
2008). 
No presente estudo, nós investigamos a distribuição alélica e genotípica de 
variantes polimórficas nos genes TP63, MID1, PVRL1, RUNX2 e TBX1 entre 
indivíduos normais e pacientes com FL/PNS e analisamos a frequência de 
anomalias dentais em pacientes com FL/PNS. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1. Fissura Labial e/ou Palatina Não-sindrômica (FL/PNS) 
As FL/P são anomalias congênitas caracterizadas por regiões de 
descontinuidade no lábio e/ou palato, devido a ausência de fusão de um ou mais 
dos processos faciais embrionários. As FL/P podem ser restritas ao lábio superior 
(FL), restritas ao palato (FP) ou envolver as duas estruturas simultaneamente 
(FLP). As FL/P podem ser isoladas ou associadas a um universo de mais de 400 
diferentes síndromes que têm a FL/P como uma característica fenotípica (Gorlin et 
al., 2001; Thomas et al., 2008). Quando isoladas, a denominação FL/PNS é 
aplicada. 
As FL/PNS apresentam um impacto significativo para a saúde pública em 
termos de despesas médicas e serviços relacionados, bem como um efeito social 
importante para os pacientes e seus familiares (Berk & Marazita, 2002; Mossey et 
al., 2009). Nos Estados Unidos, por exemplo, o custo de um paciente com FL/PNS 
até a vida adulta foi estimado em 100.000 mil dólares (Centers for Disease Control 
and Prevention, http://www.cdc.gov). Crianças afetadas por FL/PNS podem 
necessitar de cuidados de uma equipe multiprofissional durante toda a vida em 
decorrência dos diversos problemas ocasionados pela malformação, com 
destaque para as dificuldades de alimentação, fonação e audição e alterações 
dentais, além da interferência social e psicológica que a deformidade em si 
acarreta. Pacientes com FL/PNS apresentam maior morbidade e mortalidade 
quando comparados a indivíduos sem fissura (Christensen et al., 2004). 
Contribuindo para o aumento da mortalidade, destaca-se a maior ocorrência de 
desordens psiquiátricas e de neoplasias malignas nesses indivíduos (Christensen 
& Mortensen, 2002). Anormalidades estruturais, incluindo diminuição do volume 
cerebral e cerebelar e alterações na trajetória do desenvolvimento do cérebro, 
foram identificadas em associação às FL/PNS (Nopoulos et al., 2007; Vieira, 
2008). Marcucio e colaboradores (2005) demonstraram que defeitos na 
sinalização celular do prosencéfalo podem levar a grande variedade de 
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malformações craniofaciais, incluindo a FL/PNS. Em adição, Christensen & 
Mortensen (2002) demonstraram que pacientes fissurados apresentam um risco 
aumentado de hospitalização por distúrbios psiquiátricos. Então, distúrbios 
psiquiátricos podem ser interpretados sob a óptica de que a embriogênese do 
cérebro e da face estão intimamente relacionadas, e uma alteração no 
desenvolvimento facial pode direcionar um desenvolvimento anormal do cérebro 
(Nopoulos et al., 2007). 
Evidências epidemiológicas encontraram incidência significantemente maior 
de neoplasias malignas de mama e cérebro entre mulheres com FL/PNS e de 
pulmão entre homens com FL/PNS comparados com pacientes normais (Bille et 
al., 2005). A explicação para tal fato não é conhecida, contudo é hipotetizado que 
a associação entre FL/PNS e neoplasia maligna reflita a origem comum para 
essas doenças, ou seja, os mesmos genes alterados podem agir tanto no 
desenvolvimento das fissuras quanto na gênese do tumor (Narod et al., 1997; 
Nishi et al., 2000, Taioli et al., 2010). Suportando essa hipótese, destaca-se a 
identificação de mutações em caderina (CDH1), uma molécula de adesão celular 
expressa por células epiteliais, em 2 famílias, segregando-se membros com 
neoplasia maligna gástrica difusa e FL/PNS (Frebourg et al., 2006). Além disso, 
Menezes e colaboradores (2009) identificaram que o gene AXIN2, o qual é 
associado com FL/PNS, quando mutado, aumenta a susceptibilidade para 
neoplasia maligna de cólon. Interessantemente, pais de crianças com FL/PNS 
também apresentam risco elevado para o desenvolvimento de neoplasias 
malignas, particularmente linfomas e leucemias (Zhu et al., 2002). 
Em geral, uma equipe multiprofissional necessária para melhor acompanhar 
e tratar pacientes com FL/PNS conta com cirurgiões plásticos, cirurgiões dentistas, 
fonoaudiologistas, psicólogos, nutricionistas, otorrinolaringologistas, pediatras, 
protesistas bucomaxilofacial, fisioterapeutas e geneticistas. No entanto, um 
protocolo padrão para o atendimento e reabilitação dos pacientes com FL/PNS 
ainda continua como motivo de preocupação em países desenvolvidos e 
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subdesenvolvidos por conta da ausência de sistematização entre os serviços 
especializados (WHO, 2002; Paranaíba et al., 2009). 
 
2.2. Embriologia 
O desenvolvimento do lábio e do palato envolve uma cascata de eventos de 
alta complexidade, coordenados pela interação de fatores de transcrição e 
sinalizadores moleculares juntamente com interações célula-célula e aquisição de 
polarização celular que são essenciais para o desenvolvimento normal da face 
durante a embriogênese (Stanier & Moore, 2004; Mossey et al., 2009). As regiões 
do lábio e do palato são desenvolvidas a partir do palato primário e secundário. O 
palato primário contribui para a formação do lábio e a porção pré-maxilar da 
maxila. O palato secundário é o primórdio das partes dura e mole do palato 
(Mossey et al., 2009). 
As FL/P desenvolvem-se durante os estágios precoces da embriogênese, 
sendo as formações do lábio superior e do palato temporalmente diferentes. 
Durante a quarta semana de gestação, células da crista neural provenientes do 
tubo neural anterior migram para formar a primórdia facial. Dela surge o processo 
nasal medial e lateral que se fundem ao processo maxilar para formar a parte 
central do lábio superior, o palato primário e o nariz. O palato secundário começa 
a ser formado na sexta semana de gestação. Inicialmente, as placas palatinas do 
palato secundário aparecem como duas extensões no lado interno da maxila, ao 
longo da superfície lateral da língua. Na nona semana, ambas as placas palatinas 
sofrem uma rápida transformação horizontal, movendo-se sobre a língua e 
fusionando-se uma com a outra e com o septo nasal. Em seguida, o mesênquima 
palatino se diferencia em elementos musculares e ósseos que correlacionam com 
a posição do palato mole e duro, respectivamente. Na décima semana da 
embriogênese, os processos fusionados provenientes do palato primário e 
secundário e do septo nasal estão completos. Assim, o desenvolvimento do palato 
secundário em mamíferos divide o espaço oronasal em cavidades oral e nasal, 
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permitindo que a mastigação e a respiração sejam realizadas simultaneamente 
(Sperber, 2002). 
Desta forma, alterações na fusão das proeminências maxilares e nasal 
média e/ou das placas palatinas resultam nas fissuras em suas respectivas áreas 
(Wong & Hägg, 2004; Carinci et al., 2007; Pegelow et al., 2008). FL/P aparece 
comumente como FL com ou sem FP ou FP isolada. Essa subdivisão é validada 
pela constatação de que, na maioria dos casos, FL com ou sem FP e FP isolada 
não segregam na mesma família (Mossey et al., 2009). Adicionalmente, há 
evidências de que FP isolada comporta-se como uma entidade distinta 
geneticamente da FL e FLP (Fraser, 1970). 
 
2.3. Dados Epidemiológicos 
Embora não seja conhecida a prevalência das FL/PNS em todas as regiões 
do mundo, os estudos disponíveis indicam que a malformação afeta 
aproximadamente 1 em cada 500 a 2.000 nativivos, dependendo da origem 
geográfica, da etnicidade, do gênero e do padrão sócioeconômico da população 
estudada (Gorlin et al., 2001; Mossey & Little, 2002; Murthy & Bhaskar, 2009). 
Considerando-se as diferentes etnias, a prevalência das FL/PNS é pequena entre 
africanos e descendentes de africanos, intermediária entre os caucasianos e alta 
entre as populações de ameríndios e asiáticos (Vieira et al., 2002; Mossey & Little, 
2002; Vieira et al., 2008c). No entanto, a noção de que os asiáticos apresentam 
uma maior prevalência de FL/PNS foi contestada pela evidência de que muitas 
taxas de prevalência publicadas incluíram gestações com nascidos vivos e 
natimortos, e também, ausência de distinção entre as formas sindrômicas e não-
sindrômicas de FL/P (Cooper et al., 2006). A prevalência entre os latino-
americanos é menor do que em americanos caucasianos, mas ainda é superior 
em afroamericanos (Murthy & Bhaskar, 2009). 
Em geral, dados epidemiológicos provenientes de diversas populações 
mostram que as incidências das FL e FLP são maiores do que as das FP, e que o 
gênero masculino é mais afetado pelas FL/PNS do que o feminino, na ordem de 
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2:1 (revisado por Mossey & Little, 2002). FP apresenta uma prevalência de 
1/1.500-2.000 nascidos vivos e apresenta uma relação de 0,73:1 entre homens e 
mulheres caucasianas (revisado por Murthy & Bhaskar, 2009). Ainda, 
considerando a lateralidade, o lado esquerdo é mais acometido do que o direito 
(2:1) (Lidral et al., 2008; Murthy & Bhaskar, 2009). 
Poucos são os estudos que analisaram a frequência das FL/PNS na 
população brasileira. Loffredo e colaboradores (2001a) realizaram um estudo 
durante um período de 20 anos no Hospital para Reabilitação de Anomalias 
Craniofaciais da Universidade de São Paulo (Centrinho), Bauru-SP, e revelaram 
uma prevalência de 0,19 casos de fissuras orofaciais para cada 1.000 nascidos 
vivos. Estudo posterior realizado nesse mesmo Centro encontrou uma maior 
frequência das FLP (37,1%), e os homens foram os mais afetados, embora tenha 
existido um predomínio de mulheres entre as FP isoladas (Freitas et al., 2004). 
Nosso grupo tem participado de estudos que analisaram a prevalência de FL/PNS 
no Centro para Reabilitação de Anomalias Craniofaciais da Universidade de 
Alfenas, Alfenas-MG. No primeiro estudo, concluído em 2006, levando em 
consideração o número de nascidos vivos com e sem FL/PNS na região sul do 
Estado de Minas Gerais, observou-se prevalência de 1,46 casos de FL/PNS para 
cada 1.000 nativivos, com uma maior frequência em crianças caucasianas do 
gênero masculino (Martelli-Junior et al., 2006). O segundo estudo observou maior 
frequência de FLP (39,68%), seguida por FL (38,09%) e FP (22,23%) (Martelli-
Junior et al., 2007). Esse estudo também demonstrou que a relação entre homens 
e mulheres foi de 1,3:1, sendo os homens 2,57 vezes mais atingidos por FLP do 
que as mulheres. As FL unilaterais foram mais frequentes que as bilaterais 
(Martelli-Junior et al., 2007). Um estudo conduzido no município de Campos dos 
Goyatazes-RJ encontrou uma prevalência similar àquela observada no sul do 
estado de Minas Gerais, demonstrando uma incidência de 1,35 casos de FL/PNS 
para cada 1.000 nativivos (Nunes et al., 2007). Em um estudo recente, Rodrigues 
et al. (2009) relataram 5.764 novos casos de fissuras orofaciais em várias regiões 
10 
do Brasil e encontraram uma prevalência estimada de 0,36/1.000 casos em um 
período de 5 anos, com uma proporção de 1,6 homens para cada mulher. 
Como mencionado anteriormente, as FL/P podem ser isoladas ou 
associadas a um universo de mais de 400 diferentes síndromes que têm a FL/P 
como uma característica fenotípica (Gorlin et al., 2001; Thomas et al., 2008). A 
maioria dos estudos sugere que cerca de 70% dos casos de FL/P surgem na 
ausência de outras anomalias (FL/PNS) (Jugessur & Murray, 2005; Jugessur et 
al., 2009; Mossey et al., 2009). Uma subdivisão mais apurada foi recentemente 
proposta com base na presença ou ausência de outras características 
craniofaciais clínicas e subclínicas, visando auxiliar na definição do fenótipo e na 
busca da etiologia genética da condição (revisado por Weinberg et al., 2006). Essa 
subfenotipagem se baseia na presença de anomalias dentais, alterações 
musculares, incluindo defeitos no músculo orbicular da boca, e anormalidades 
craniofaciais como alterações antropométricas do cérebro (Weinberg et al., 2006; 
Marazita, 2007; Murthy & Bhaskar, 2009). Em adição, esses estudos propuseram 
uma avaliação dos parentes “não afetados” dos indivíduos com FL/PNS, visto que 
eles podem apresentar algumas características menores ou subclínicas. Dessa 
forma, tais indivíduos poderiam ser carreadores do alelo causador da doença sem 
apresentarem a FL/PNS (indivíduos portadores). Exemplificando tal situação, 
Neiswanger e colaboradores (2007) identificaram que parentes de indivíduos 
fissurados apresentaram 2 vezes mais descontinuidade no músculo orbicular oral 
superior do que indivíduos controle. 
 
2.4. FL/PNS e Anomalias Dentais 
Estudos demonstram que a odontogênese e a formação do lábio e do 
palato ocorrem em períodos espacial e temporalmente semelhantes, além de que 
muitos dos genes envolvidos nesses processos são os mesmos (Tonge, 1967; 
Schutte & Murray, 1999; Menezes et al., 2008; Letra et al., 2009; Nakatomi et al., 
2010). O epitélio odontogênico sob os processos maxilares e mandibulares pode 
ser detectado no início da quinta semana de vida intrauterina e as FL/P ocorrem 
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entre a quarta e sétima semana (Tonge, 1967). Reconhecendo que eventos como 
proliferação, diferenciação e apoptose definem essas estruturas, distúrbios nestes 
processos, por influências ambientais e/ou genéticas, podem predispor o 
desenvolvimento de anomalias dentais e FL/PNS. 
Indivíduos com FL/PNS apresentam, consideravelmente, mais anomalias 
dentais quando comparados com pacientes normais, e a gravidade das anomalias 
parece estar diretamente relacionada à gravidade da fissura (Kraus et al., 1966; 
Ranta, 1986; Slayton et al., 2003; Letra et al., 2007; Küchler et al., 2010). As 
anomalias dentais de número são as mais comumente identificadas em indivíduos 
com FL/PNS, especialmente a hipodontia (ausência congênita de 1 até 6 dentes). 
Os incisivos laterais em área de fissura ou em região contralateral e os pré-
molares são os dentes mais afetados (Tsai et al., 1998; Shapira et al., 2000; da 
Silva et al., 2008; Menezes & Vieira, 2008). 
Evidências apontam para um evento genético comum entre hipodontia e 
FL/PNS. Por meio de estudos em humanos e com camundongos knockouts, 
defeitos em 3 genes, MSX1, PAX9 e TGFB3, foram apontados como possíveis 
causadores de FL/PNS associada à hipodontia (Satokata & Maas, 1994; Peters et 
al., 1998; van den Boogaard et al., 2000; Slayton et al., 2003). Dois desses genes, 
MSX1 e PAX9, também parecem estar envolvidos em hipodontia isolada (Stockton 
et al., 2000; Lidral & Reising, 2002). Além disso, análises de sequenciamento 
gênico evidenciaram que aproximadamente 2% dos indivíduos com FL/PNS 
apresentam mutações em MSX1 (Jezewski et al., 2003; Suzuki et al., 2004). Em 
conjunto, estes resultados sugerem que indivíduos com hipodontia, especialmente 
se eles apresentarem membros familiares com FL/PNS, podem estar carreando 
loci susceptíveis para FL/PNS (Weinberg et al., 2006). 
Dentes supranumerários representam a segunda anomalia dental mais 
frequentemente observada em pacientes com FL/PNS, segundo Lourenço Ribeiro 
e colaboradores (2003). Eles são mais frequentes na dentição permanente e na 
maxila, podendo causar alterações como diastema, desvio da erupção e 
impactação dental (Hansen & Mehdinia, 2002; Lourenço Ribeiro et al., 2003; da 
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Silva et al., 2008). Dentes menores, chamados de microdentes, também parecem 
estar associados a fissuras orofaciais (Menezes & Vieira, 2008). Outras anomalias 
comumente identificadas em pacientes com FL/PNS incluem defeitos na formação 
do esmalte (hipoplasias de esmalte), erupção dental ectópica, giroversão, 
taurodontismo, impactação dental, atraso na erupção, dentes natais e dentes 
neonatais (Neves et al., 2002; Letra et al., 2007; Tortora et al., 2008; Küchler et al., 
2010). Embora o significado dessas anomalias ainda seja incerto, as conclusões 
da maioria dos estudos demonstram que anomalias dentais podem representar 
microformas de FL/PNS, portanto compartilhando a mesma base genética 
(Weinberg et al., 2006; Letra et al., 2007; Menezes & Vieira, 2008). 
 
2.5. Etiologia 
Mesmo representando um defeito congênito comum, a etiopatogenia das 
FL/PNS permanece incerta por ser difícil determinar o exato momento e a razão 
precisa pela qual não houve coalescência dos processos que dão origem à face 
(Vieira, 2008). Isto é, em grande parte, reflexo da complexidade e da diversidade 
dos mecanismos moleculares envolvidos na embriogênese, que são influenciados 
pela participação de múltiplos genes e de fatores ambientais (Carinci et al., 2007; 
Vieira, 2008). 
Em comparação com outros defeitos congênitos, fissuras orofaciais têm 
uma alta taxa de recorrência familial (Lie et al., 1994), embora um padrão clássico 
de herança mendeliana não seja sempre facilmente identificado (Natsume et al., 
2000; Vieira et al., 2008c). Fogh-Andersen (1942) foi o primeiro a observar, em um 
estudo populacional, a existência de um componente hereditário associado ao 
desenvolvimento das FL/PNS. Em um estudo clássico, Curtis e colaboradores 
(1961) demonstraram que o risco de uma segunda ocorrência de FL/PNS em uma 
mesma família é de 4% se uma criança for afetada, 4% se os pais forem afetados, 
9% se existirem duas crianças afetadas e 17% se os pais e uma criança forem 
afetados. Já um estudo norueguês, avaliando 4.138 crianças com FL/PNS, 
identificou que o risco de recorrência de fissura em familiares de primeiro grau foi 
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de 32% para FL e 56% para FP, sugerindo uma forte base genética para FP 
comparada com FL (Sivertsen et al., 2008). Recentemente, Palmieri et al. (2008), 
em um estudo envolvendo 216 crianças com FL/PNS, observaram que 120 
(55,56%) crianças apresentaram história familiar prévia de fissura. O trabalho do 
nosso grupo, avaliando a incidência familiar de FL/PNS em 185 pacientes, 
identificou que 35,13% dos indivíduos apresentaram histórico familiar de FL/PNS, 
sendo os primos (54,37%) e os irmãos (21,05%) os mais afetados 
independentemente do tipo de fissura (Martelli et al., 2010). Em estudos com 
gêmeos, o taxa de concordância observada de 40 a 60% em gêmeos 
monozigóticos é muito maior do que a concordância de 3 a 5% identificada em 
gêmeos dizigóticos. A alta taxa de concordância entre gêmeos monozigóticos 
fornece evidências convincentes para um componente genético forte para as 
fissuras orofaciais, mas não descarta a participação de outros fatores, como o 
ambiental, na gênese destas alterações (Jugessur et al., 2009). 
Famílias afetadas por um tipo de fissura não apresentam risco aumentado 
para um outro tipo de fissura, refletindo assim as origens distintas de 
desenvolvimento de cada forma da anomalia (Jugessur & Murray, 2005). No 
entanto, ocasionalmente, FL/P e FP isolada podem ocorrer dentro de uma mesma 
família, sugerindo que existe, pelo menos, alguma sobreposição na etiologia 
desses 2 tipos de fissuras. Tais situações são mais frequentes em síndromes com 
FL/P como parte do fenótipo, como a síndrome de van der Woude (VWS, OMIM 
#119300) causada por mutações no gene do fator regulador de interferon 6 (IRF6) 
(Kondo et al., 2002) e FL/P com hipodontia causada por mutações em MSX1 (van 
den Boogaard et al., 2000). 
O casamento consanguíneo, uma prática bastante comum em países do 
oriente médio, parece ser responsável por uma predisposição genética para o 
desenvolvimento de malformações congênitas, incluindo as FL/PNS (Kanaan et 
al., 2008). Estudo recentemente realizado com uma população do Rio de Janeiro 
revelou uma forte associação entre consanguinidade e risco elevado para o 
nascimento de uma criança com FL/PNS (Leite & Koifman, 2009). Similarmente, 
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estudos realizados por diferentes populações demonstraram uma significante 
associação entre casamentos de parentes de primeiro grau e FL/PNS (Stoll et al., 
1991; Zlotogora, 1997; Rajabian & Sherkat, 2000, Rittler et al., 2001, Harville et al., 
2005, Jamilian et al., 2007). Provavelmente, uma possível explicação para tal 
correlação é a predisposição genética como um componente recessivo associado 
à FL/PNS (Stoll et al., 1991). Contudo, essa mesma associação não foi observada 
em outros estudos retrospectivos (Calzolari et al., 1988, González et al., 2008). 
Um trabalho realizado pelo nosso grupo, avaliando 246 casos de FL/PNS quanto à 
consanguinidade, evidenciou que 6,1% dos casos apresentaram histórico de 
casamento entre primos de primeiro grau (Aquino et al., In press). 
Além da evidente e determinante participação dos genes no 
desenvolvimento do lábio e do palato, há uma enorme variedade de agentes 
teratogênicos externos que podem influenciar tal programação genética, embora 
poucos deles estejam comprovados. Apesar da grande controvérsia na literatura 
sobre a etiologia das fissuras, é bem aceito que elas correspondam a alterações 
multifatoriais, resultantes da associação de fatores genéticos e ambientais 
(Murray, 2002; Wong & Hägg, 2004; Vieria et al., 2005a; Carinci et al., 2007; 
Vieira, 2008; Jia et al., 2009; Jianyan et al., 2009; Kistner et al., 2009; Leite & 
Koifman, 2009; Mossey et al., 2009). 
 
2.5.1. Fatores Ambientais 
Dados experimentais e epidemiológicos sugerem que fatores ambientais, 
incluindo dieta e suplementação vitamínica materna, alcoolismo, tabagismo, 
exposição à fumaça do tabaco, teratógenos no ambiente de trabalho e em casa e 
uso de alguns medicamentos durante o primeiro trimestre de gestação, podem ser 
importantes na etiologia das FL/PNS (Jamilian et al., 2007; Vieira, 2008; Mossey et 
al., 2009). 
O tabagismo materno durante o primeiro trimestre de gestação é 
considerado um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento das 
FL/PNS (Little et al., 2004a,b; Honein et al., 2007). É Interessante observar que 
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embora a influência pareça ser pequena, o tabagismo passivo durante o primeiro 
trimestre de gestação também eleva o risco de nascimento de uma criança com 
FL/PNS (Jianyan et al., 2009). Honein e colaboradores (2007) observaram que o 
tabagismo materno contribui em 4% para o risco de desenvolvimento de todos os 
tipos de FL/PNS e em 12% para os casos de FLP bilateral. Além disso, é sugerido 
que o risco aumenta com o número de cigarros consumidos durante a gestação 
(Lorente et al., 2000; Little et al., 2004a). Embora seja bem aceito que o consumo 
de tabaco durante a gestação aumenta o risco de FL/PNS, alguns poucos estudos 
falharam em encontrar tal associação (Beaty et al., 1997; Chevrier et al., 2008; 
Zarante et al., 2009). Uma interação sinérgica entre uma variante polimórfica do 
gene TGFA e o consumo de tabaco durante a gestação no risco para o 
desenvolvimento das FL/PNS foi observada por Hwang e colaboradores (1995), 
mas investigações recentes falharam, também, ao tentar encontrar tal correlação 
(revisado por Zeiger et al., 2005; Chevrier et al., 2008). Recentemente, alguns 
estudos avaliaram a existência de uma interação entre tabagismo e polimorfismos 
em genes envolvidos nas vias de desintoxicação metabólica de componentes do 
tabaco no desenvolvimento das FL/PNS (Shi et al., 2007; Chevrier et al., 2008). 
Entre esses genes, CYP e NAT (enzimas relacionadas com o metabolismo de 
uma ampla variedade de agentes tóxicos e carcinógenos) e GST (enzima 
responsável pela desintoxicação de vários compostos orgânicos) foram avaliados, 
e os resultados foram inconclusivos (van Rooij et al., 2002; Shi et al., 2007; 
Chevrier et al., 2008; Lie et al., 2008). No entanto, uma interação entre tabagismo 
materno e a presença de uma deleção no gene GSTT1 (GSTT1-nulo) observada 
em duas diferentes populações (Iowa e Dinamarca) de pacientes com FL/PNS foi 
significante. GSTT1 catalisa a conjugação da glutationa reduzida, um antioxidante 
que protege as células de toxinas como os radicais livres que são causados pelo 
fumo. A análise das informações indicou que, se uma mulher grávida fumar 15 
cigarros ou mais por dia, as chances de seu feto GSTT1-nulo desenvolver FL/PNS 
aumentam em quase 20 vezes (Shi et al., 2007). 
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O alcoolismo materno é uma causa bem conhecida da síndrome do 
alcoolismo fetal (Clarren & Smith, 1978). No entanto, a contribuição do álcool para 
o desenvolvimento de FL/PNS ainda é incerta, com alguns trabalhos 
demonstrando associação positiva (Romitti et al., 1999; Lorente et al., 2000; 
Chevrier et al., 2005; DeRoo et al., 2008) e outros não (Meyer et al., 2003; Romitti 
et al., 2007). Segundo DeRoo et al. (2008), esses resultados conflitantes são, em 
parte, decorrentes da dificuldade de padronização dos participantes do estudo, da 
mensuração da quantidade e do tempo de consumo do álcool e das 
interpretações dos resultados de forma arbitrária. Além disso, o contexto social e 
dietético relacionado ao consumo do álcool são variados e complexos e podem 
incluir efeitos modificadores e somatórios de nutrição, tabagismo, stress e/ou uso 
de drogas (Mossey et al., 2009). Estudos realizados com animais e humanos 
demonstraram que tanto a frequência quanto a quantidade total de álcool 
consumida durante a gestação podem apresentar um importante efeito 
teratogênico para o feto em desenvolvimento (Gladstone et al., 1996; Sokol et al., 
2003). Em geral, os estudos que encontraram associação positiva entre o uso de 
álcool durante o primeiro trimestre de gestação e/ou durante a gravidez e o 
desenvolvimento de FL/PNS demonstraram um risco aumentado de 1,36 a 4 
vezes entre mães que se enquadram em uma categoria de consumo elevado de 
álcool (média de ≥ 5 doses por ocasião) (Werler et al., 1991; Munger et al., 1996; 
Shaw & Lammer, 1999; Romitti et al.,1999; Lorente et al. 2000; DeRoo et al., 
2008). Interessantemente, um estudo recente sugeriu que a associação entre 
consumo de álcool no período de periconcepção e FL/PNS (particularmente as 
FP isoladas) pode ser influenciada pelo tipo de bebida (bebida destilada > vinhos 
> cerveja) e o uso de ácido fólico (Romitti et al., 2007). Romitti e colaboradores 
(1999) identificaram um risco elevado para FLP quando a mãe consumia ≥ 4 
doses por mês e o filho carregava um alelo variante no gene MSX1, o qual está 
correlacionado ao desenvolvimento craniofacial durante a embriogênese. Esses 
autores sugeriram que o desenvolvimento das FL/PNS pode ser influenciado 
pelas exposições maternas aos agentes teratogênicos, porém mais 
17 
significativamente, pelas interações de tais exposições às variantes alélicas 
específicas (Romitti et al., 1999). Chevrier et al. (2005) revelaram que uma 
variante polimórfica do gene ADH1C (responsável pelo metabolismo do etanol) 
em crianças parece ter um efeito protetor para o desenvolvimento de FL/PNS. No 
entanto, uma interação entre o genótipo do gene ADH1C e o consumo de álcool 
pela mãe não foi observada. 
Sugere-se que o estado nutricional materno tenha algum papel na etiologia 
das FL/PNS (Krapels et al., 2004a,b; van Rooij et al., 2004). No entanto, a 
avaliação da ingestão alimentar e as medições bioquímicas do estado dietético 
representam um desafio e, geralmente, não são disponíveis, ou de fácil acesso, 
nas populações carentes, as quais abrigam a grande maioria da incidência das 
FL/PNS. Mesmo assim, uma alimentação rica em frutas e vegetais contendo 
folato, zinco, niacina, ácido ascórbico, ferro e magnésio, no período de 
periconcepção, parece reduzir o risco de FL/PNS (Krapels et al., 2004a, b; Krapels 
et al., 2006). Além disso, estudos demonstram que a suplementação alimentar 
materna com multivitaminas no primeiro trimestre gestacional parece diminuir o 
risco de filhos com FL/PNS (Briggs, 1976; Czeizel, 1993; Loffredo et al., 2001b). 
Em um estudo de meta-análise, o uso de complexos multivitamínicos reduziu em 
25% a prevalência de FL/PNS (Johnson & Little, 2008). Um estudo recente 
demonstrou que variantes alélicas do gene IRF6 podem influenciar o risco de 
FL/PNS por meio de interações com suplementação vitamínica e exposição ao 
tabaco em uma população chinesa (Wu et al., 2010). 
O ácido fólico, uma vitamina do complexo B encontrada naturalmente em 
muitos alimentos (fígado, alface, tomate, espinafre, entre outros), é fundamental 
para a formação e a manutenção de eritrócitos e leucócitos e na conversão de 
proteínas em energia. Essa vitamina também é essencial para a biossíntese de 
bases nitrogenadas e aminoácidos durante a divisão celular e crescimento 
tecidual, eventos iniciais necessários para a formação normal do tubo neural 
(Zeiger & Beaty, 2002; Blom et al., 2006). Vários estudos demonstraram que a 
ingestão de ácido fólico por meio de suplementos vitamínicos um mês antes da 
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gestação e durante o primeiro trimestre gestacional, período de formação e fusão 
do lábio e palato, parece ter um efeito protetor para o desenvolvimento de FL/PNS 
(van Rooij et al., 2004; Canfield et al., 2005; Yazdy et al., 2007; Antony, 2007; 
Boyles et al., 2008; Little et al., 2008; Mills et al., 2008; Jianyan et al., 2009). No 
entanto, esses resultados não se reproduziram em outros estudos (Shaw et al., 
2006; Bille et al., 2007; Little et al., 2008). Em um dos mais recentes estudos de 
meta-análise, Johnson e Little (2008) estimaram uma redução de ~18% para o 
risco de FL e FLP com o uso de suplementos contendo ácido fólico, mas nenhuma 
redução significante para FP foi observada. Badovinac e colaboradores (2007) 
estimaram uma redução de aproximadamente 28% e 20% para o risco de FL com 
ou sem FP e FP isolada, respectivamente, quando do uso de suplementos 
multivitamínicos. Em suma, embora muitos estudos sugiram um efeito benéfico do 
ácido fólico na diminuição da incidência de FL/PNS, os resultados são 
inconsistentes quanto a esse efeito, bem como se a proteção se estende a todos 
os tipos de fissura (Wehby & Murray, 2010). 
Diante dessas observações, alguns estudos investigaram a associação 
entre FL/PNS e variantes polimórficas de genes que codificam proteínas 
associadas ao metabolismo do ácido fólico (Gaspar et al., 1999; van Rooij et al., 
2003; Mostowska et al., 2006; Boyles et al., 2008; Vieira et al., 2008a; Carroll et 
al., 2009). Em um estudo recente, nosso grupo avaliou o envolvimento de 
variantes polimórficas em 4 genes (MTHFR, MTHFD1, MTR e SLC19A1) que 
codificam proteínas relacionadas ao metabolismo do ácido fólico e identificou que 
mães carregando a variante alélica A do polimorfismo rs2274976 no gene MTHFR 
(5,10-methylenetetrahydrofolate reductase) apresenta um risco aumentado em 6x 
de ter um filho com FL/PNS. Em adição, o risco é elevado para 8,34 vezes em 
mães que apresentaram o genótipo GA do polimorfismo rs2274976 e não fizeram 
uso de suplementos vitamínicos no primeiro trimestre de gestação. Este estudo 
também revelou que o modelo de interação gênica contendo os polimorfismos 
MTHFR rs2274976, MTHFD1 rs2236225 e SLC19A1 rs1091266 indica um risco 
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de 5x maior e uma acurácia de 69% em predizer o risco materno para gerar um 
filho com FL/PNS (Bufalino et al., In press). 
A exposição ocupacional materna a solventes orgânicos e à exposição dos 
pais a produtos químicos agrícolas tem sido associada, de forma inconsistente, à 
FL/PNS (Garcia, 1998; Shaw et al., 2003). O uso de medicamentos durante o 
primeiro trimestre de gestação, especialmente corticóides, anticonvulsivantes 
(diazepam, fenitoína e fenobarbital), nifedipina e antifolatos, também é sugerido 
ser um fator de risco para o nascimento de uma criança com FL/PNS (Dravet et 
al., 1992; Rodriguez-Pinilla & Martinez-Frias, 1998; Hernandez-Diaz et al., 2000; 
Carmichael et al., 2007; Holmes et al., 2008; Zarante et al., 2009). Enfermidades 
crônicas e condições sistêmicas da mãe durante a gestação, como diabetes e 
obesidade, também parecem estar associadas com um maior risco de ter um filho 
com FL/PNS, no entanto o exato mecanismo responsável por essas doenças não 
está bem esclarecido (Spilson et al., 2001; Cedergren & Källén, 2005). Todas 
essas associações merecem atenção e maiores investigações para que as 
verdadeiras influências possam ser definidas e abordadas para os devidos 
esclarecimentos quanto aos fatores modificadores do risco das FL/PNS. 
 
2.5.2. Fatores Genéticos 
Até o presente momento, a compilação das informações provenientes de 
estudos genéticos é muito pouco esclarecedora quanto à identificação e 
caracterização dos genes etiológicos das FL/PNS (Jugessur & Murra, 2005; 
Jugessur et al., 2009; Mossey et al., 2009). Os estudos atuais de ligação e de 
associação do genoma abrangendo diversas populações demonstram que 
inúmeros genes e loci gênicos, situados em diferentes regiões cromossômicas tais 
como 17p13.1 (Wyszynski et al., 2003), 8p11-23 (Riley et al., 2007), 19p13.12, 
19q12 e 2q22.3 (Vieira et al., 2008b), 9q21 e 1p32 (Marazita et al., 2009), 8q24.21 
(Grant et al., 2009; Birnbaum et al., 2009), 10q25.3 e 17q22 (Mangold et al., 2010), 
e 6q14.2-14.3 (Letra et al., 2010), podem estar relacionados à etiologia das 
FL/PNS. Esses loci contêm centenas de genes de função desconhecida e vários 
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que participam das vias de sinalização associadas ao desenvolvimento do lábio e 
do palato. Mutações e polimorfismos em genes que participam da formação do 
lábio e do palato durante a embriogênese ou em genes responsáveis por 
síndromes que contêm a FL/P como uma característica fenotípica são fortes 
candidatos etiológicos para as FL/PNS (Scapoli et al., 2008). Dentre os genes 
associados às FL/PNS, destacam-se: IRF6, TGFA (fator de crescimento 
transformante alfa), MSX1, TGFB-3 (fator de crescimento transformante beta), 
JAG2 (JAGGED2), FGF7 (fator de crescimento de fibroblastos 7), FGF10, FGF18, 
FGFR1 (receptor do fator de crescimento de fibroblasto 1), FGFR2 e MYH9 
(myosin, heavy chain 9, non-muscle) (van den Boogaard  et al., 2000; Vieira et al., 
2003; Marazita et al., 2004; Riley et al., 2007; Menezes et al., 2008; Rahimov et al, 
2008; Scapoli et al., 2008; Birnbaum et al., 2009; Paranaíba et al., 2010a). 
Mutações em IRF6 são causadoras da VWS, uma alteração autossômica 
dominante caracterizada pela presença de FL/P em associação com fossetas no 
lábio inferior (Kondo et al., 2002; Paranaíba et al., 2008) e da síndrome pterígio-
poplíteo (PPS, OMIM #119500), que é caracterizada por anomalias da face, 
incluindo FL/P, pele e genitália (Froster-Iskenius, 1990). É importante ressaltar que 
inúmeros estudos demonstraram que variações no gene IRF6 podem estar 
associadas às FL/PNS em diferentes populações (Blanton et al., 2005; Ghassibe 
et al., 2005; Scapoli et al., 2005; Vieira et al., 2007). Em particular, o polimorfismo 
rs2235371 (820G>A) do gene IRF6, que resulta na substituição de uma valina por 
uma isoleucina na posição 274 da sequência de aminoácidos (Val274Ile) da 
estrutura protéica de IRF6, foi associado de forma significante às FL/PNS 
(Jugessur et al., 2008; Tang et al., 2009). Em adição a esses achados, Rahimov et 
al. (2008) demonstraram uma forte associação entre FL e o polimorfismo rs642961 
do gene IRF6 (G>A que altera o sítio de ligação do fator de transcrição AP-2α na 
região promotora de IRF6) e demonstraram também que a associação entre o 
polimorfismo rs2235371 de IRF6 e fissuras é dependente do polimorfismo 
rs642961. Recentemente, nosso grupo avaliou a associação dos polimorfismos 
rs2235371 e rs642961 do gene IRF6 na população brasileira. A frequência do 
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genótipo variante GA do polimorfismo rs2235371 foi identificada em 10,1% dos 
indivíduos com FL/PNS e em 10,3% do grupo controle, revelando uma diferença 
não significante. Similarmente, a frequência dos genótipos raros do polimorfismo 
rs642961 (GA e AA) foi muito similar entre os grupos controle (28,6%) e FL/PNS 
(25,4%). Juntos, esses resultados são consistentes com uma falta de 
envolvimento dos polimorfismos rs2235371 e rs642961 no gene IRF6 na 
patogênese das FL/PNS na população brasileira (Paranaíba et al., 2010a). 
Similarmente ao observado com IRF6, variantes polimórficas de genes 
causadores de síndromes que têm como característica a FL/P podem contribuir 
para a etiologia das FL/PNS. 
 
Gene TP63 
A síndrome da ectrodactilia, displasia ectodérmica e fissura lábio-palatina 
(EEC, OMIM #129900), uma rara alteração autossômica dominante com 
penetrância incompleta e expressividade variável, é caracterizada pela tríade de 
displasia ectodérmica, ectrodactilia das mãos e/ou pés e FL/P (Buss et al., 1995). 
A displasia ectodérmica pode estar representada na síndrome pela presença de 
pele e cabelos finos e ressecados, unhas distróficas, obstrução/atresia do ducto 
lacrimal, hipoplasia e/ou agenesia das glândulas salivares e alterações dentais, 
incluindo dentes conóides e múltiplas agenesias (Roelfsema & Cobben, 1996). As 
fissuras frequentemente envolvem o lábio e o palato (FLP). Outras alterações 
observadas na síndrome são criptorquidismo, hipospadia, retardo mental e 
insuficiência hipotalâmica (Majewski & Goecke, 1996; Roelfsema & Cobben, 1996; 
van Bokhoven et al., 2001). Nosso grupo relatou um caso de EEC com um 
fenótipo atípico, caracterizado por sardas espalhadas ao longo da face, abdômen 
e membros inferiores (Paranaíba et al., 2010b). Considerando a grande 
variabilidade de expressão fenotípica da síndrome, o estudo realizado por 
Roelfsema & Cobben (1996) com 230 casos identificou ectrodactilia em 84% dos 
pacientes analisados, displasia ectodérmica em 77%, FL/P em 68%, anomalias no 
canal lacrimal em 59% e anomalias urogenitais em 23%. 
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Mutações heterozigóticas no gene TP63 (localizado no cromossomo 3q27-
29), que é um membro da família de fatores de transcrição TP53 por compartilhar 
uma significante sequência de nucleotídeos com TP53 e TP73 (Yang & McKeon, 
2000), foram identificadas em 98% dos pacientes com a forma fenotípica clássica 
da síndrome, sendo assim considerado o causador dessa alteração (van 
Bokhoven et al., 2001; Rinne et al., 2007; Clements et al., 2010). Mutações em 
TP63 também estão associadas à etiologia de outras síndromes, incluindo a 
síndrome da displasia ectodérmica, FL/P e anquilobléfaro (OMIM #106260), 
síndrome mamária-membros (OMIM #603543), síndrome acro-dermato-ungual-
lacrimal-dental (OMIM #103285) e síndrome de Rapp-Hodgkin (OMIM #129400) 
(Guazzarotti et al., 2008).  TP63 codifica 6 isoformas geradas por 2 sítios de início 
de transcrição na região amino terminal, um dando origem a um domínio de 
transativação e outro faltando tal domínio (isoformas ∆N), e por sítios de splicing 
alternativo localizados na região 3’ do gene, os quais resultam em 3 diferentes 
porções carboxi terminal denominadas α, β e γ (Di Iorio et al., 2005). A isoforma α 
codifica um domínio chamado motivo alfa-estéril (sterile alpha motif - SAM), a qual 
está supostamente envolvida na interação com outras proteínas. Todas as 
isoformas contêm um domínio de ligação ao DNA e um domínio de isomerização, 
mas variam em suas habilidades de ativar e inibir os genes alvos (Thanos & 
Bowie, 1999). ∆NTP63α é a principal isoforma expressa nas células basais do 
epitélio e é essencial no desenvolvimento epidérmico (Laurikkala et al., 2006). 
Recentemente, Thomason e colaboradores (2010) demonstraram que a proteína 
Tp63 é uma molécula regulatória essencial no desenvolvimento do palato e exerce 
um efeito cooperativo com o produto do gene Irf6 no desenvolvimento orofacial de 
camundongos. Estudos evidenciaram que camundongos deficientes do gene Tp63 
apresentam malformações dos membros e da região craniofacial, além de 
ausência da estratificação epitelial (Mills et al., 1999; Koster & Roop, 2004). Dessa 
forma, TP63, ao contrário de TP53, não parece funcionar como supressor tumoral, 
mas como um fator essencial para o desenvolvimento craniofacial, dos membros e 
do epitélio (Mills et al., 1999; Yang et al., 1999). TP63 também contribui para o 
23 
desenvolvimento do trato urogenital, visto que em outras síndromes causadas por 
mutações em TP63, micropênis, hipospadia e outras anomalias estruturais do trato 
genital feminino interno e externo são evidenciados (Guazzarotti et al., 2008). 
Já foram identificadas 34 mutações diferentes em pacientes com a 
síndrome da ECC, sendo a maioria resultante de mutações heterozigóticas de 
sentido trocado (missense) localizada no domínio conservado de ligação ao DNA, 
uma região comum a todas as 6 isoformas de TP63 e com importância no 
direcionamento das interações com sequências alvo de DNA (van Bokhoven et al., 
2001; Clements et al., 2010). Mutações nessa região são altamente prejudiciais na 
ligação ao DNA e na atividade transcricional da proteína. Além disso, 
aproximadamente 90% de todas essas mutações estão localizadas em 5 resíduos 
de arginina: p.Arg204, p.Arg227, p.Arg279, p.Arg280, e p.Arg304, sendo, portanto, 
consideradas como mutações “hotspot” (Celli et al., 1999; Clements et al., 2010; 
Paranaíba et al., 2010b). Interessantemente, mutações em diferentes regiões do 
gene TP63 podem influenciar a ocorrência das FL/P em pacientes afetados pela 
síndrome da EEC. Mutações missense no domínio conservado de ligação ao DNA 
provocam FLP, enquanto mutações na região carboxi terminal geram FL ou FP. 
Além disso, mutações na região amino terminal e fora da área dos domínios 
conservados levam à FP ou a nenhum tipo de fissura (Barrow et al., 2002). 
Considerando a probabilidade que variantes polimórficas do gene TP63 possam 
contribuir para o surgimento de FL/PNS, alguns poucos estudos avaliam a 
ocorrência de polimorfismos no gene TP63 em pacientes com FL/PNS (Barrow et 
al., 2002; Leoyklang et al., 2006; Scapoli et al., 2008). No entanto, os resultados 
são insuficientes quanto à associação de polimorfismos em TP63 e FL/PNS. 
Barrow et al. (2002), avaliando 62 pacientes com FL/PNS, identificaram apenas 
um polimorfismo na região intrônica de TP63, sugerindo que variações 
polimórficas desse gene provavelmente não contribuem para o desenvolvimento 
das FL/PNS. Corroborando com este resultado, Scapoli et al. (2008) não 
encontraram associação dos polimorfismos intragênicos rs9842604, rs9849766, 
rs2176085 e rs9882348 de TP63 com FL/PNS após analisarem 236 trios contendo 
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pai, mãe e filho afetado. Em oposição a esses resultados, Leoyklang et al. (2006) 
encontraram uma significante correlação entre polimorfismos no gene TP63 e 
FL/PNS na população tailandesa. Em conjunto, os resultados presentes na 
literatura são insuficientes para esclarecer a real associação de variantes 
polimórficas em TP63 e FL/PNS. 
 
MID1 
Síndrome de Opitz (OS, OMIM #300000) é uma desordem congênita 
caracterizada por alterações nas estruturas da linha média. Historicamente, essa 
síndrome é o resultado da fusão de duas outras síndromes descritas por Opitz e 
colaboradores em 1969 (a síndrome G e a síndrome BBB), que posteriormente 
foram consideradas a mesma condição (Cordero et al., 1978; Cappa et al., 1987). 
Curiosamente, a síndrome G foi assim designada por ter sido descrita em uma 
família com 4 membros afetados cujo sobrenome tinha por inicial a letra G e a 
síndrome BBB, descrita em três famílias diferentes, todas com sobrenomes 
iniciados pela letra B. Pacientes com OS normalmente apresentam anomalias 
faciais, incluindo hipertelorismo, alargamento da base nasal, bossa frontal 
proeminente e FL/P, além de alterações esofágico-tráqueo-laringológicas, 
cardíacas (defeitos do septo atrial e/ou ventricular), geniturinárias (criptorquidismo, 
hipospadia, bolsa escrotal bífida ou hipoplásica) e neurológicas (retardo mental e 
atraso no desenvolvimento) (Meroni, 2004; Fontanella et al., 2008). Atraso no 
desenvolvimento e retardo mental são observados em cerca de 50% dos homens 
afetados, da mesma forma que 50% dos indivíduos afetados apresentam FL/P. 
Malformações presentes em menos de 50% dos indivíduos incluem defeitos 
cardíacos congênitos, ânus imperfurado ou ectópico e defeitos da linha média do 
cérebro (malformação de Dandy-Walker e agenesia ou hipoplasia do corpo caloso 
e/ou vérmis cerebelar). Ampla variabilidade clínica ocorre mesmo entre membros 
da mesma família (De Falco et al., 2003). 
OS é geneticamente heterogênea manifestando-se tanto como um traço 
autossômico dominante como ligado ao cromossomo X. As duas formas não 
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podem ser diferenciadas, considerando-se apenas suas características clínicas e, 
em ambas, o fenótipo é mais complexo e mais grave no gênero masculino do que 
no gênero feminino (Gorlin et al., 2001; Robin et al., 1996). A forma autossômica 
dominante está localizada em uma grande região no cromossomo 22q11.2, mas o 
gene específico ainda não foi identificado (Robin et al., 1995; Robin et al., 1996; 
Fontanella et al., 2008). No entanto, o gene MID1 foi identificado no braço curto do 
cromossomo X (Xp22.3) (Quaderi et al., 1997). O gene MID1 é organizado em 9 
exons codificantes, embora parte do primeiro exon e do último representem 
regiões não traduzidas (Quaderi et al., 1997). MID1 é transcrito por múltiplos 
promotores e já foram identificas 63 formas variantes de splicing alternativo em 
diferentes tecidos humanos (Winter et al., 2004). A proteína MID1 apresenta 667 
aminoácidos e contém um motivo tripartido composto de um domínio RING, dois 
motivos B-box, uma região coiled-coil, seguido por um domínio COS-box, um 
domínio fibronectina tipo 3 e um domínio PRY-SPRY na região carboxi terminal 
(Short & Cox, 2006). Embora a função específica ainda seja incerta, a proteína 
MID1 é identificada no desenvolvimento precoce das estruturas da linha média em 
células indiferenciadas dos arcos branquiais e do sistema nervoso central, 
gastrointestinal e urogenital (Dal Zotto et al., 1998; Pinson et al., 2004). Além 
disso, diferentemente de camundongos, a expressão da proteína MID1 foi 
detectada no tecido coronário em desenvolvimento de humanos, em particular, no 
septo interventricular, o que pode ser correlacionado com as lesões conotruncais 
observadas em alguns pacientes OS (Richman et al., 2002; Pinson et al., 2004). 
Mutações em MID1 são identificadas por todas as regiões do gene, sendo 
representadas por mutações missense e nonsense (mutação sem sentido), 
inserções e deleções (De Falco et al., 2003; Fontanella et al., 2008). Essa 
variedade de mutações sugere que um mecanismo de perda de função é a base 
do fenótipo dos indivíduos com OS (Cox et al., 2000; De Falco et al., 2003; 
Fontanella et al., 2008). A possível participação do gene MID1 na etiologia das 
FL/PNS ainda está por ser esclarecida. Scapoli et al. (2008), analisando um grupo 
de pacientes com FL/PNS e alguns polimorfismos presentes no gene MID1, 
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indicaram uma possível transmissão não aleatória de haplótipos em pacientes do 
gênero masculino com FL/PNS, o que poderia ser explicado pela maior 
penetrância do gene no gênero masculino em decorrência de seu status 
hemizigótico. Contudo, a escassez de informações na literatura é nítida. 
 
PVRL1 
A síndrome da displasia ectodérmica e FL/P (CLPED1, OMIM #225060), 
também denominada como síndrome de Zlotogora-Ogur ou síndrome da displasia 
ectodérmica da Ilha Margarita, é uma alteração relativamente rara e de caráter 
autossômica recessiva, que apresenta como gene causador o PVRL1 (poliovirus 
receptor-related 1), localizado na região cromossômica 11q23 (Suzuki et al., 
2000). Clinicamente, a síndrome é caracterizada por FL/P, displasia ectodérmica, 
malformações nas mãos e/ou pés (como a sindactilia) e, em alguns casos, retardo 
mental (Gorlin et al., 2001). Essa síndrome ocorre com elevada frequência 
(1/2.000 nascidos vivos) na população indígena das Ilhas Margarita, região norte 
da Venezuela. 
PVRL1 codifica 3 proteínas distintas, resultantes de splicing alternativo 
(Lopez et al., 2001). Todos os transcritos compartilham um segmento amino 
terminal composto por 3 domínios de imunoglobulina, mas divergem na região 
carboxi terminal (Suzuki et al., 2000). A isoforma-α de PVRL1 codifica nectina-1 
(PRR1), um receptor transmembrânico de superfície celular relacionado à adesão 
celular (Takahashi et al., 1999). A isoforma-γ codifica uma proteína PVRL1 
truncada que pode regular a adesão celular por meio de inibição competitiva pela 
ligação com nectina-1 (Lopez et al., 2001). Já a isoforma-β codifica HIgR, um 
provável receptor transmembrânico com um segmento carboxi totalmente 
diferente da nectina-1, que apresenta uma função ainda desconhecida. A 
isoforma-β é codificada pelos exons 1 a 8, a isoforma-α pelos exons 1 a 5 e 6A, e 
a isoforma-γ pelos exons 1 a 5 e 6G (Suzuki et al., 2000; Reymond et al., 2001). A 
expressão da proteína PVRL1 foi identificada, principalmente, na borda medial do 
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epitélio das placas palatinas, no componente ectodérmico dos germes dentários, 
no epitélio olfatório e no epitélio de superfície epidérmica (Suzuki et al., 2000). 
CLPED1 é normalmente causada por mutações homozigóticas na 
sequência de PVRL1, o que resulta em perda de função. A mutação sem sentido 
que resulta da deleção do aminoácido triptofano na posição 185 da cadeia 
protéica é a mais frequente (Suzuki et al., 2000). Essa mesma mutação também 
está presente em outros territórios venezuelanos, onde a heterozigosidade foi 
identificada como um significante fator de risco para as FL/PNS (Sӧzen et al., 
2001). Subsequentes estudos demonstraram que alterações gênicas em PVRL1 
podem contribuir para as FL/PNS em algumas populações (Turhani et al., 2005; 
Ávila et al., 2006; Neiswanger et al., 2006; Scapoli et al., 2006; Tongkobpetch et 
al., 2008; Sӧzen et al., 2009), mas não em outras (Scapoli et al., 2004; Ichikawa et 
al., 2006; Tseng et al., 2006; Sӧzen et al., 2009). Interessantemente, dois outros 
genes da família nectina, PVR e PVRL2, também foram considerados como 
possíveis genes candidatos à FL/PNS (Neiswanger et al., 2006; Warrington et al., 
2006), devido à sua paralogia com PVRL1 e sua localização no cromossomo 
19q13.2, que corresponde a uma provável região de ligação para FL/PNS (Stein et 
al., 1995). Sugere-se que a isoforma-β seja especialmente envolvida no 
desenvolvimento craniofacial (Sӧzen et al., 2009). Neste contexto, especialmente 
o polimorfismo rs7940667 do gene PVRL1, o qual é encontrado no exon 6 da 
isoforma β, dentro do domínio transmembrânico e codificante da variante 
p.Val361Gly (substituição de uma valina por uma glicina), acentua regiões de 
splicing quando o alelo variante T está presente (c.1082 C>A). Este alelo raro está 
presente em aproximadamente 12% dos casos de FL/PNS na população de Iowa 
e em 6% na população das Filipinas (Ávila et al., 2006). Em adição, nessas 
mesmas populações, o polimorfismo rs7940667 (p.Val361Gly) foi associado a 
todos os tipos de fissuras isoladas (FL, FLP e FP). No entanto, uma menor 





Displasia cleidocraniana (CCD, OMIM #119600) é uma alteração 
esquelética, autossômica dominante, com grande variabilidade na expressão 
fenotípica e alta penetrância (Mundlos, 1999; Mohan et al, 2010). Clinicamente, 
pacientes afetados por CCD podem apresentar aplasia/hipoplasia clavicular, 
braquicefalia, hipoplasia do terço médio da face, ossos wormianos, bossa frontal, 
fechamento tardio das suturas cranianas e fontanelas, baixa estatura e anomalias 
dentais (Mundlos, 1999; Suda et al., 2007; Xuan et al., 2008). As alterações 
dentais são representadas principalmente por falta de exfoliação dos dentes 
decíduos, atraso na erupção da dentição permanente e dentes supranumerários. 
Ocasionalmente, as FL/Ps fazem parte do espectro sindrômico (Mundlos, 1999; 
Cooper et al., 2001; Yamachika et al., 2001). Especificamente, Yamachika e 
colaboradores (2001) relataram uma mutação nonsense heterozigótica (Gln195) 
no exon 3 do gene RUNX2 em um paciente com CCD apresentando FL, e em um 
estudo de pacientes com CCD, Cooper e colaboradores (2001) encontraram um 
aumento significante na prevalência de FP submucosa. 
CCD é causada por mutações no gene RUNX2, um fator de transcrição que 
ativa a diferenciação osteoblástica, a maturação condroblástica e a 
morfodiferenciação dental (Komori et al., 1997; Otto et al., 1997; Camilleri & 
McDonald, 2006). O gene RUNX2, o qual é localizado na região cromossômica 
6p21, contém 9 exons e regiões com splice alternativo, resultando em três versões 
alternativas do exon 5 (exon 5, 5.1, e 5.2) e mais duas versões do exon 6 (exon 6 
e 6.1) (Terry et al., 2004). A proteína apresenta o domínio Runt, caracterizado por 
um motivo polipeptídico de 128 aminoácidos de ligação ao DNA, a área de 
sinalização de localização nuclear (NSL), localizada próxima à porção carboxi 
terminal do domínio Runt, e a região rica em glutaminas e alaninas (QA) na porção 
amino terminal, sem função conhecida até o momento. A região carboxi terminal 
da proteína RUNX2 é necessária para a atividade transcricional e representa uma 
área rica em prolina, serina e treonina (PST), uma matriz nuclear-sinalização alvo 
e um domínio de interação protéica para vários correguladores que medeiam a 
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sinalização celular (Lee et al., 1997; Mundlos et al., 1997). Três transcritos de 
RUNX2 são conhecidos e as mutações identificadas em pacientes com CCD são 
caracterizadas pelo tipo missense, nonsense, com alteração na matriz de leitura 
(frameshift) e mutações em regiões de splicing, bem como grandes deleções 
cromossômicas e translocações (Quack et al., 1999; Otto et al., 2002; 
Cunningham et al., 2006; Purandare et al., 2008; El-Gharbawy et al., 2009; 
Hansen et al., 2010). A maioria das mutações está localizada no domínio Runt e 
são caracterizadas por mutações de sentido trocado, enquanto que as mutações 
sem sentido e com mudança de matriz de leitura são identificadas ao longo do 
gene RUNX2 (Otto et al., 2002; Cunningham et al., 2006; Hansen et al., 2010). Em 
geral, CCD é causada pelo mecanismo de haploinsuficiência do gene RUNX2, no 
entanto, o efeito negativo dominante também tem sido sugerido (Hansen et al., 
2010). A correlação fenótipo-genótipo não é absoluta e as mutações identificadas 
na CCD tem contribuído para elucidar as funções dos vários domínios presentes 
na proteína RUNX2 (Tessa et al., 2003; Yoshida et al., 2003; Suda et al., 2007). 
Pacientes com CCD sem mutações no gene RUNX2 foram identificados, 
sugerindo uma provável heterogeinidade genética para a CCD (Quack et al., 1999; 
Otto et al., 2002; Yoshida et al., 2002; Kim et al., 2006). 
Existe um único estudo na literatura avaliando polimorfismos em RUNX2 
em pacientes com FL/PNS (Sull et al., 2008). Com o modelo de trios (pai, mãe e 
filho afetado por FL/PNS), provenientes de 4 populações diferentes, os autores 
demonstraram uma significante correlação entre RUNX2 e o risco de 




Mutações e microdeleções na região cromossômica 22q11 é associada a 
uma variedade de desordens (Ryan et al., 1997; McDonald-McGinn et al., 2001), 
incluindo a síndrome velocardiofacial (Síndrome de Shprintzen, VCFS, OMIM 
#192430) e a síndrome de Di George (DGS, OMIM #118400). Essas síndromes 
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são caracterizadas clinicamente por alterações cardiovasculares, hipoplasia do 
timo e glândulas paratireóides, FP e dismorfogênese facial (Jerome & 
Papauoannou, 2001). A síndrome da deleção 22q11.2 constitui uma das principais 
causas congênitas de doenças cardíacas entre os nascidos vivos (Goodship et al., 
1998), assim como representa a segunda causa mais comum de retardo mental, 
sendo responsável por aproximadamente 2,4% dos pacientes com atraso de 
desenvolvimento (Rauch et al., 2006). 
A maioria dos pacientes apresenta deleções de 1,5 ou 3 Mb, ambas 
incluindo o gene TBX1 (Rauch et al., 2005). Dentro dos 30 genes deletados, TBX1 
é o único que apresenta haploinsuficiência, gerando camundongos com fenótipos 
similares à GDS e à VCFS (Baldini, 2005). TBX1 é membro de uma família de 
fatores nucleares de transcrição (T-box) que são conservados filogeneticamente e 
apresentam em comum um domínio de ligação ao DNA. TBX1 apresenta 3 
isoformas (A, B e C), que compartilham os exons 1-8, mas diferem no exon 
terminal: 9A, 9B/10 e 9C. O transcrito C mostrou ser o mais abundante em 
humanos (Chieffo et al., 1997). O gene TBX1 foi originalmente relacionado às 
anormalidades do arco aórtico, sendo expresso precocemente no 
desenvolvimento endodérmico faringeano e no revestimento dos vasos 
sanguíneos coronarianos, além de modelos animais confirmarem um crítico papel 
de TBX1 no desenvolvimento dos órgãos derivados dessas estruturas (Chieffo et 
al., 1997). Recentemente foi demonstrado em modelo animal que TBX1 é 
necessário para o alongamento e a elevação das placas palatinas durante a 
palatogênese (Goudy et al., 2010). 
Camundongos com mutações heterozigóticas em TBX1 demonstraram 
alterações no trato cardiovascular similares às encontradas na DGS (Liao et al., 
2004). Mutações em TBX1 resultam em translocação nuclear ineficiente ou 
disfunção do domínio de ligação ao DNA, alterando a ativação de genes alvos em 
sua via de sinalização (Lindsay et al., 2001). Recentemente, microdeleções em 
TBX1 foram identificadas em pacientes escandinavos com FL/PNS, sugerindo um 
possível envolvimento desse gene na etiologia das fissuras orofaciais (Shi et al., 
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2009). Interessantemente, Yagi e colaboradores (2003) identificaram em um 
paciente com a síndrome da deleção 22q11.2 o polimorfismo rs28939675 como 
sendo o agente etiológico para a alteração. No entanto, o estudo não deixou claro 




1) Comparar a frequência alélica e genotípica de polimorfismos contidos nos 
genes TP63, MID1, PVRL1, RUNX2 e TBX1 entre indivíduos com FL/PNS e 
indivíduos clinicamente normais. 
 
2) Determinar a frequência de anomalias dentais em pacientes com FL/PNS e 
correlacioná-las com o tipo de fissura. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com as 
normas relativas à ética em pesquisa envolvendo seres humanos, deliberação do 
Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - 
UNICAMP (processo 152/2009; anexo 1). 
 
4.2. População 
4.2.1 Para Análise dos Polimorfismos Gênicos 
Para esta parte do estudo, as amostras foram divididas em 2 grupos: grupo 
controle, que foi constituído por amostras de 413 indivíduos clinicamente normais, 
e grupo experimental, composto por amostras de 367 pacientes com FL/PNS. 
Ambos os grupos apresentavam indivíduos sem histórico familiar de síndromes, 
FL/P ou ainda qualquer alteração congênita, exceto as FL/PNS no grupo 
experimental. Todas as amostras dos pacientes analisados foram obtidas na 
Universidade de Alfenas (UNIFENAS), Minas Gerais, Brasil, durante o período de 
fevereiro de 2008 a maio de 2010. A coleta das amostras do grupo de pacientes 
com FL/PNS foi realizada no Centro de Reabilitação de Anomalias Craniofaciais 
da Universidade de Alfenas (Centro Pró-Sorriso - Centrinho) durante o tratamento 
odontológico oferecido aos indivíduos fissurados. Todos os pacientes do grupo 
experimental foram examinados pela Equipe Multidisciplinar do Centro referido, 
não revelando outra alteração sistêmica em associação à FL/PNS. A coleta das 
amostras do grupo controle procedeu-se na Clínica de Graduação dessa mesma 
instituição durante o tratamento odontológico. 
 
4.2.2 Para Análise das Anomalias Dentais 
Pacientes com FL/PNS, provenientes do Centro Pró-Sorriso, na faixa etária 
de 12 a 30 anos, sem história de extração dental e tratamento ortodôntico prévio e 
que apresentavam documentação radiográfica (radiografia panorâmica e 
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periapical e, eventualmente, oclusal) foram incluídos nesta parte do estudo 
(n=296). Quando disponíveis, modelos ortodônticos foram utilizados para 
confirmar os diagnósticos clínicos e radiográficos. Todos os indivíduos foram 
examinados retrospectivamente e suas fissuras foram classificadas como 
especificado por Spina et al. (1972). As anomalias dentais, dos pacientes com FL 
e FLP, presentes nas áreas envolvidas pelas fissuras (especificamente a região 
anterior contendo os incisivos superiores e caninos) não foram incluídas na 
análise final, por representarem regiões susceptíveis às alterações físicas em 
decorrência do desenvolvimento das FLs e FLPs. Os terceiros molares também 
não foram incluídos na avaliação deste estudo. As anomalias dentais encontradas 
nesta análise foram definidas como: 
- Agenesia dental: anomalia numérica caracterizada pela ausência dental 
congênita, radiograficamente comprovada. 
- Giroversão: anomalia de posição caracterizada pela rotação de um dente 
em torno do seu próprio eixo. 
- Microdontia: anomalia de tamanho representada por um dente que é muito 
menor do que o seu homólogo ou menor do que um dente do mesmo grupo, 
porém do arco oposto. Neste grupo incluíram-se os incisivos conóides. 
- Dente supranumerário: anomalia de número caracterizada por um dente 
que é adicional à contagem normal da série dos dentes. 
- Dente impactado: anomalia de erupção caracterizada por um dente que 
não consegue erupcionar, atingindo sua posição correta na arcada dentária dentro 
de um período superior a 12 meses da média de erupção (Peterson et al., 1996). 
- Dente ectópico: anomalia caracterizada pela erupção de um dente em 
uma posição anormal, ou seja, fora do local esperado de erupção. 
- Apinhamento dental: anomalia de erupção caracterizada pela falta de 
alinhamento dos dentes ou falta de posicionamento adequado dos dentes. 
- Hipoplasia de esmalte: anomalia de estrutura caracterizada por um 
esmalte dental com perda de estrutura, muitas das vezes por falta de calcificação. 
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- Taurodontismo: anomalia de forma caracterizada pelo alongamento da 
câmara pulpar em decorrência de um deslocamento apical da região de 
bifurcação. Essa anomalia só foi considerada quando presente em dentes 
multirradiculares. 
 
4.3. Seleção dos Genes Candidatos e dos Polimorfismos Gênicos 
Este estudo selecionou genes (TP63, MID1, PVRL1, RUNX2 e TBX1) que 
quando mutados causam síndromes com a FL/P como uma característica 
fenotípica. Para a seleção dos polimorfismos levou-se em consideração: 1) estar 
localizado em uma região de exon, 2) ser um polimorfismo não-sinônimo e 3) estar 
em uma região de sítio de restrição. As características dos polimorfismos estão 
descritas na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Descrição dos polimorfismos gênicos deste estudo. 




TP63 34713855 c. 2021G>T p.Arg674Leu ENST00000264731 
PVRL1 7940667 c.1082C>A p.Val361Gly ENST00000341398 
MID1 55986608 c.1457T>C p.Phe486Ser ENST00000380785 
RUNX2 11498200 c.709C>T p.Arg237Cys ENST00000371436 
TBX1 28649236 c.22A>G p.Arg8Gly ENST00000359500 
TBX1 28939675 c.443T>A p.Phe148Tyr ENST00000359500 
TBX1 4819522 c.1049C>T p.Thr350Met ENST00000329705 
*Informações removidas do site: www.ensembl.org 
 
4.4. Coleta das Amostras para Análise dos Polimorfismos 
Previamente à coleta, todos os voluntários foram informados do propósito 
do estudo. Àqueles que se enquadravam nos critérios previamente estabelecidos 
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e concordaram em participar voluntariamente da pesquisa foi solicitado que 
assinassem o termo de consentimento livre de participação na mesma. As 
amostras de células bucais foram coletadas através de um bochecho, por 60 s, de 
5 ml de solução de sacarose a 3%. O conteúdo resultante do bochecho foi 
transferido para um tubo de 15 ml, o qual continha o volume de 5 ml de uma 
solução 66% alcoólica contendo 17 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM NaCl e 7 mM EDTA. 
 
4.5. Isolamento do DNA 
No laboratório, a cada tubo foi adicionada água destilada e deionizada 
autoclavada q.s.p. 15 ml. Após centrifugação e descarte do sobrenadante, o 
precipitado foi lavado em solução aquosa, contendo 17 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM 
NaCl e 7 mM EDTA. Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 
ressuspendido em solução de lise contendo 10 mM Tris-HCl pH 8, 0,5% dodecil 
sulfato de sódio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 µg de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, EUA) e incubado a 50ºC em movimento contínuo semicircular. Após 16 hs de 
incubação, foram adicionados 500 μl de uma solução aquosa de 1 mM EDTA e 7,5 
M acetato de amônio. A mistura foi centrifugada por 10 min a 12.000 g a 4ºC. O 
precipitado de DNA foi lavado com 70% etanol, centrifugado (12.000 g por 5min), 
seco e ressuspendido em tampão Tris-EDTA (TE Buffer). A concentração e pureza 
das amostras foram determinadas por espectrofotometria a 260 e 280 nm 
(espectrofotômetro Genesys 2, Spectronic Inst., Rochester, NY, EUA). 
 
4.6. PCR-RFLP (Reação em Cadeia da Polimerase Associada à Análise de 
Polimorfismo de Fragmentos de Restrição Enzimática) 
As reações de PCR-RFLP foram realizadas com pares de oligonucleotídeos 
específicos para cada um dos polimorfismos dos genes deste estudo (Tabela 2). 
Os oligonucloetídeos foram desenhados com o auxílio do programa IDT 
PrimerQuest (http://www.idtdna.com/home/home.aspx) com sequências dos 
respectivos genes provenientes do “Gene BanK”. A especificidade de cada par de 
oligonucleotídeos foi testada no programa BLAST (National Center for 
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Biotechnology Information-NIH, EUA - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
Resumidamente, 500 ng de DNA foram amplificados em um termociclador 
(modelo 9600, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em uma reação de 10 μl 
composta por 1 μM de cada oligonucleotídeo, 2 mM MgCl2, 0,8 mM dNTPmix e 
0,025 Ul de Taq DNA Polimerase (Invitrogen). As condições das reações de PCR 
são descritas na Tabela 2. Após amplificação, os produtos de PCR foram 
incubados com as enzimas de restrição específicas para a análise de cada 
polimorfismo (Tabela 3), segundo recomendações do fabricante (Fermentas Inc., 
Hannover, MD, EUA). Os produtos da digestão foram separados 
eletroforeticamente em gel de poliacrilamida 8% contendo 0,5 µg/ml de brometo 
de etídio (Invitrogen). A documentação foi realizada no sistema de 
fotodocumentação Kodak Digital ScienceTM equipado com câmera digital DC120 e 
programa 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA). 
 
4.7. Análise Estatística 
4.7.1. Para Análise dos Polimorfismos Gênicos 
Cálculos do poder do estudo foram realizados com a ajuda do Programa 
G*Power 3.1 (Faul et al., 2009). O teste de Mann-Whitney foi aplicado para 
verificar se existia uma diferença na idade entre os grupos controle e 
experimental, enquanto que o teste qui-quadrado foi utilizado para comparar a 
distribuição do gênero e raça/cor de pele dos voluntários entre os grupos. A 
existência de equilíbrio de Hardy-Weinberg foi avaliada (Rodriguez et al., 2009), e 
as diferenças na frequência dos alelos e genótipos em um modo de herança não-
restrito e dominante foram comparadas pelo teste de qui-quadrado. O cálculo do 
risco de recorrência (odds ratio, OR) com intervalo de confiança (IC) em 95% foi 
realizado para estimar o risco de cada fator na ocorrência da FL/PNS. Regressão 
logística ajustada para gênero e raça/cor de pele (fatores que difereriam entre os 
grupos) foi realizada para determinar a correlação entre genótipos e grupos. A 
avaliação das interações gene-gene foi realizada através do teste de redução 
multifatorial de dimensionalidade (MDR), o qual identifica combinações de 
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genótipos associados ao risco para a doença (Hahn et al., 2003). Neste estudo, foi 
utilizado 10x para a validação cruzada e 1000x para o teste de permutação. Visto 
que múltiplas comparações foram realizadas, o teste de correção de Bonferroni foi 
aplicado, sendo que p≤0,005 (0,05/9) foi indicativo de significância. 
 
4.7.2. Para Análise das Alterações Dentais 
Uma análise descritiva da frequência e dos tipos de anomalias dentais nos 
pacientes com FL/PNS foi inicialmente realizada. A associação entre o tipo de 
fissura e a prevalência das anomalias dentais foi realizada pelo teste do qui-
quadrado, com p≤0,05 como indicativo de significância estatística. O cálculo do 
risco de recorrência com IC em 95% foi realizado para estimar o risco de anomalia 
dental em pacientes com FL/PNS. Regressão logística com todas as variáveis foi 
aplicada para validar a correlação da agenesia dental com o tipo de fissura. 
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Tabela 2. Sequências dos oligonucleotídeos e condições das reações de PCR para os polimorfismos avaliados. 
 
Polimorfismo Oligonucleotídeos* Produto (pb) 
Temperatura de 
Anelamento (ºC) 
rs34713855 F: 5’TGAGCGTGTTATTGATGCTGTGCG3’ R: 5’TGCAGCTTAAGGAGACACCCAACT3’ 
416 63 
rs7940667 F: 5’AGCTCTTCCTGCCAAAGGGTTAGT3’ R: 5’GGGTGCAATGTCAAAGGCAGAGTA3’ 
424 61 
rs55986608 F: 5’TGAAGCGTTCAGGTGTGTGACTCT3’ R: 5’TTTGTGATAGGAGGCATGACTCAGG3’ 
259 63 
rs11498200 F: 5’TATAAAGCAATTTGAAATGGAAGG3’ R: 5’CCAGCGTCTATGCAAGTGAA3’ 
380 61 
rs28649236 F: 5’TTCAGCATCGCCTCTCTGGTT3’ R: 5’TACAAGAGCTGCCTCCACCTACTTT3’ 
245 61 
rs28939675 F: 5’AGCAGCTAAGCCAGGAAAGATGGA3’ R: 5’GCATCGCAGGTGCCTAAAGAGTTT3’ 
381 61 
rs4819522 F: 5’AAAGAGAGGCACCTCTGACATGGT3’ R: 5’TGGGTATTGAAGGGTTGGCACTCT3’ 
206 61 
* Oligonucleotídeos: Forward (F) e Reverse (R). 
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Tabela 3. Enzimas de restrição e padrões dos fragmentos gerados após a reação de PCR-RFLP. 
 
Gene rs Polimorfismo Enzima 






TP63 34713855 2021G>T HhaI GG: 299 e 117 GT: 416, 299 e 117 TT: 416 
AA: 230 e 194 PVRL1 7940667 1082C>A XmaJI CC: 424 CA: 424, 230 e 194 
MID1 55986608 1457T>C DraI TT: 109, 100 e 50 TC: 209, 109, 100 e 50 CC: 209 e 50 
RUNX2 11498200 709C>T HhaI CC: 234 e 146 CT: 380, 234 e 146 TT: 380 
TBX1 28649236 22A>G BstXI AA: 138 e 107 AG: 245, 138 e 107 GG: 245 
TBX1 28939675 443T>A PdmI TT: 194 e 187 TA: 381, 194 e 187 AA: 381 




 Os resultados são apresentados separadamente de acordo com os 
objetivos específicos do estudo. 
 
5.1. Análise dos Polimorfismos Gênicos 
5.1.1. Características Gerais dos Grupos 
As características demográficas da população estudada encontram-se na 
Tabela 4. O grupo experimental foi composto por 367 pacientes com FL/PNS, dos 
quais 198 (54%) foram do gênero masculino e 169 (46%) do gênero feminino. 
Nesse grupo, a idade média dos pacientes foi de 19,1 ± 14,9 anos, sendo que a 
cor de pele mais prevalente entre os indivíduos foi a feoderma (156 pacientes, 
42,5%), seguida pela leucoderma (154 pacientes, 42,0%) e a melanoderma (57 
pacientes, 15,5%). Quanto ao tipo de fissura, 198 (54%) pacientes apresentaram 
FLP, 88 (24%) FL e 81 (22%) FP. O grupo controle foi composto por 413 
indivíduos normais, dos quais 267 (64,6%) foram do gênero feminino e 146 
(35,4%) do gênero masculino. A idade média desse grupo foi de 24,3 ± 6,6 anos e 
a cor de pele mais prevalente entre os indivíduos foi a feoderma (229 indivíduos, 
55,4%), seguida pela leucoderma (157 indivíduos, 38%) e a melanoderma (27 
indivíduos, 6,6%). As frequências do gênero e raça/cor de pele entre os grupos 














Tabela 4. Características gerais dos grupos controle e experimental. 






n (%) n (%) 
Idade 
Média ± DP 
Variação 
 
24,3 ± 6,6 
13-49 anos 
 
19,1 ± 14,9 
1 mês-61 anos 
0,19 
    
Gênero    
Masculino 146 (35,4) 198 (54) 0,00001 
Feminino 267 (64,6) 169 (46)  
    
Raça/Cor de pele    
Leucoderma 157 (38)a 154 (42)a 0,00001 
Melanoderma 27 (6,6)b 57 (15,5)b  
Feoderma 229 (55,4)a 156 (42,5)a  
    
Tipo de fissura    
Fissura Labial  88 (24)  
Fissura Lábio-Palatina  198 (54)  
Fissura Palatina  81 (22)  
a,b: Letras indicam diferença estatística. 
 
5.1.2. Frequência Alélica e Genotípica dos Polimorfismos 
 Do total de 7 polimorfismos em potencial nos genes etiológicos para 
síndromes contendo FL/P como uma das características fenotípicas que foram 
analisados neste estudo, 3 foram confirmados: rs7940667 do gene PVRL1 e 
rs28649236 e rs4819522 do gene TBX1. As demais regiões polimórficas não 
demonstraram variações na população brasileira estudada. 
A figura 1 ilustra o padrão de fragmentação dos produtos de PCR após a 
digestão enzimática caracterizando os genótipos para os polimorfismos que não 
foram confirmados na nossa população. 
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Figura 1. Amostras representativas dos polimorfismos que não foram confirmados em 
nossa população. Os indivíduos GG para o polimorfismo rs34713855 do gene TP63 
apresentaram 2 fragmentos de 299 e 117 pb após incubação com a endonuclease HhaI. 
O genótipo TT do polimorfismo rs55986608 do gene MID1 foi caracterizado, após 
incubação com a enzima DraI, pela geração de 2 fragmentos de 109 e 100 pb que se 
migraram juntos após eletroforese e de mais um fragmento de 50pb que não é visto nesta 
imagem. Indivíduos carreando o genótipo CC do polimorfismo rs11498200 do gene 
RUNX2 apresentaram 2 fragmentos de 234 e 146 pb após incubação com a enzima de 
restrição HhaI. Um dos polimorfismos do gene TBX1 (rs28939675) não foi confirmado na 
nossa população. Apenas indivíduos homozigotos TT, caracterizados pela digestão do 
produto de PCR em 2 fragmentos de 194 e 187 pb, que não puderam ser separados, 
foram identificados. 
 
5.1.2.1 Polimorfismo rs7940667 no Gene PVRL1 
Os três genótipos possíveis do polimorfismo rs7940667 (c.1082 C>A), o 
qual resulta na substituição de um aminoácido valina por uma glicina na posição 
361 do produto protéico (Val361Gly), foram identificados na população brasileira 
deste estudo. Figura 2 ilustra o padrão de fragmentação dos produtos de PCR 
digeridos pela endonuclease XmaJI e a caracterização dos 3 genótipos. 
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Para este lócus polimórfico, como esperado, o alelo C foi o mais comum, 
sendo encontrado em 86,3% e 85,4% dos indivíduos do grupo controle e 
experimental respectivamente (Tabela 5). A frequência dos genótipos no grupo 
controle para este polimorfismo estava de acordo com o equilíbrio de Hardy-
Weinberg. Individualmente, a frequência genotípica da região polimórfica 
rs7940667 entre os grupos controle e experimental foi significantemente diferente, 
indicando um efeito protetor do genótipo AA em relação ao genótipo CC (p=0,04; 
OR: 0,32; IC 95%: 0,09-1,17). No entanto, esta diferença não foi mantida após 
correção para comparações múltiplas. Similarmente, a análise em um modo 
dominante (CC vs CA+AA) não confirmou tal associação (Tabela 6). Além disso, 
analisando a distribuição dos genótipos quanto ao tipo de fissura, também não foi 
observada diferença estatisticamente significante (Tabela 7). 
 
 
Figura 2. Amostras representativas da análise do polimorfismo rs7940667 do gene 
PVRL1 para 1 indivíduo homozigoto CC, 1 heterozigoto CA e 1 homozigoto AA deste 
estudo. A presença do alelo A cria um sítio de restrição reconhecido pela enzima XmaJI, 
gerando 2 fragmentos de 230 e 194 pb, enquanto a presença do alelo C preserva a 
digestão do amplicon gerado pela reação de PCR de 424 pb. 
 
5.1.2.2. Polimorfismo rs28649236 no Gene TBX1 
A população estudada apresentou os 3 genótipos possíveis do polimorfismo 
rs28649236 (c.22A>G) no gene TBX1. Este polimorfismo é caracterizado pela 
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substituição de uma arginina por uma glicina na posição 8 do produto protéico 
(Arg8Gly). A distinção dos 3 padrões genotípicos foi realizada pela digestão com a 
endonuclease BstXI (Figura 3). O alelo mais comum na população brasileira foi o 
alelo A (Tabela 5), sendo encontrado em uma frequência significantemente maior 
no grupo experimental (96,7%) quando comparado com o grupo controle (92,5%). 
Então, a presença do alelo G demonstrou um significante efeito protetor para o 
risco de FL/PNS (p=0,0002; OR: 0,41; IC 95%: 0,25-0,67). 
De acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg, a proporção observada 
entre as frequências genotípicas para rs28649236 foi significantemente diferente 
da esperada (p<0,001). A frequência dos genótipos raros AG e GG foi 
significantemente maior no grupo controle em comparação com o grupo 
experimental (p=0,01), mas o efeito não foi mantido após correção para o teste de 
Bonferroni de comparações múltiplas (Tabela 6). Contudo, quando os genótipos 
AG e GG foram agrupados e comparados com a frequência do genótipo 
homozigoto comum AA (modelo dominante de comparação) foi evidenciada uma 
diferença estatisticamente significante, revelando um risco significantemente 
menor de pertencer ao grupo de pacientes com FL/PNS (p=0,004; OR: 0,44; IC 
95%: 0,25-0,78) (Tabela 6). Interessantemente, o efeito protetor do alelo G foi 
mantido após correção para o teste de Bonferroni de comparações múltiplas e 
após regressão logística com ajuste para gênero e raça/cor de pele. No entanto, a 







Figura 3. Amostras representativas do polimorfismo rs28649236 do gene TBX1. São 
demonstrados exemplos da reação de PCR-RFLP para 1 indivíduo homozigoto AA, 1 
heterozigoto AG e 1 homozigoto GG, após incubação com a enzima de restrição BstXI. A 
presença do alelo A gera um sítio de restrição reconhecido pela enzima, permitindo a 
digestão do amplicon em 2 fragmentos de 138 e 107 pb, contudo, a presença do alelo G 
bloqueia esse sítio de restrição mantendo um único fragmento de 245 pb. 
 
5.1.2.3. Polimorfismo rs4819522 no Gene TBX1 
A caracterização do polimorfismo rs4819522 (c.1049C>T) do gene TBX1 foi 
realizada através da incubação com a endonuclease AatII, a qual revelou os 3 
genótipos possíveis na população estudada (Figura 4). Esse polimorfismo é 
responsável pela substituição de uma treonina por uma metionina na posição 350 
(The350Met) da cadeia protéica do gene TBX1. O alelo mais comum na população 
estudada foi o alelo C (~76%) (Tabela 5), sem diferença estatística entre os 
grupos (p=0,10; OR: 1,21; IC 95%: 0,96-1,53). A distribuição dos genótipos para o 
polimorfismo rs4819522 estava em equilíbrio de Hardy-Weinberg. A frequência 
genotípica revelou uma maior prevalência do genótipo CC em ambos os grupos, 
não sendo encontrada nenhuma diferença estatisticamente significante (p=0,08). 
No entanto, quando os genótipos foram avaliados pelo modelo dominante (CC vs 
CT + TT), uma diferença estatística foi observada (p=0,03; OR: 1,35; IC 95%: 
1,02-1,79;) (Tabela 6). Contudo, essa associação não foi confirmada após 
aplicação do teste de correção de Bonferroni para múltiplas comparações. Além 
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disso, a análise individual ou em um modo dominante (CC vs CT+TT) não 
demonstrou associação com o tipo de fissura (Tabela 7). 
 
 
Figura 4. Amostras representativas da análise do polimorfismo rs4819522 do gene TBX1 
para 1 indivíduo homozigoto CC, 1 heterozigoto CT e 1 homozigoto TT. Na presença do 
alelo C, a digestão com a enzima AatII gera 2 fragmentos de 103 pb cada um, enquanto 
que na preseça do alelo T abole o sítio de restrição reconhecido pela enzima mantendo 
um único fragmento de 206 pb. 
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Tabela 5. Frequência alélica dos polimorfismos nos genes PVRL1 e TBX1 nos grupos controle e experimental. 
 




OR (95% IC) Valor de p 
 n % n %   
PVRL1       
rs7940667       
Alelo C 713 86,3 627 85,4 Referência  
Alelo A 113 13,7 107 14,6 1,07 (0,81-1,43) 0,61 
TBX1       
rs28649236       
Alelo A 764 92,5 710 96,7 Referência  
Alelo G 62 7,5 24 3,3 0,41 (0,25-0,67) 0,0002 
rs4819522       
Alelo C 641 77,6 544 74,1 Referência  
Alelo T 185 22,4 190 25,9 1,21 (0,96-1,53) 0,10 
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OR (95% IC) Valor de p 
 n % n %   
PVRL1       
rs7940667       
CC 311 75,3 263 71,7 Referência  
CA 91 22,0 101 27,5 1,31 (0,95-1,82) 0,04 AA 11 2,7 3 0,8 0,32 (0,09-1,17) 
CA+AA 102 24,7 104 28,3 1,21 (0,88-1,66) 0,25 
TBX1       
rs28649236       












0,33 (0,13-0,84) 0,01 
AG+GG 43 10,4 18 4,9 0,44 (0,25-0,78) 0,004 
rs4819522       












1,06 (0,56-1,99) 0,08 
CT+TT 162 39,3 171 46,6 1,35 (1,02-1,79) 0,03 
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Tabela 7. Distribuição dos genótipos dos polimorfismos nos genes PVRL1 e TBX1 quanto ao tipo de fissura. 
 
 
Polimorfismo Fissura Labial Fissura Lábio-Palatina Fissura Palatina 
Valor de p
 n % n % n % 
PVRL1        
rs7940667        
CC 63 17,2 148 40,3 52 14,2 
0,19 CA 25 6,8 49 13,4 27 7,4 
AA 0 0 1 0,3 2 0,4 
CA+AA 25 6,8 50 13,7 29 7,8 0,20 
TBX1        
rs28649236        















AG+GG 4 1,1 10 2,7 4 1,1 0,98 
rs4819522        
















CT+TT 36 9,8 95 25,9 40 10,8 0,46 
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5.1.3. Interações entre PVRL1 e TBX1 e o risco preditivo para FL/PNS 
Interações epistáticas entre os polimorfismos de PVRL1 e TBX1 foram 
avaliadas pelo teste de MDR (Tabela 8). A combinação de PVRL1 rs7940667 e 
TBX1 rs28649236 foi o melhor modelo de 2 fatores com um teste de acurácia de 
0,52. O modelo de 3 fatores, PVRL1 rs7940667, TBX1 rs28649236 e TBX1 
rs4819522, demonstrou uma acurácia de 0,59 e uma consistência de validação 
cruzada 10/10. Contudo, nenhum modelo foi significante em predizer o risco 
individual para FL/PNS. 
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Tabela 8. Interações entre os polimorfismos nos genes PVRL1 e TBX1 e o risco preditivo para FL/PNS pelo método 




Melhor modelo Teste de acurácia CVCa OR (95% IC) Teste de permutação 
p valorb 





0,59 10/10 1,78 (0,72-4,37) 0,21 
aCVC: Consistência de validação cruzada. 
bp valor baseado em 1.000 permutações. 
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5.2. Anomalias Dentais em Pacientes com FL/PNS 
5.2.1. Características dos Pacientes com FL/PNS 
Dos 296 pacientes com FL/PNS, 165 (55,7%) foram do gênero 
masculino e a idade média foi de 21,36 ± 5,47 anos. Cinquenta % dos 
pacientes foram leucodermas (n=148), 42,2% foram feodermas (n=125) e 
apenas 7,8% foram melanodermas (n=23). Os indivíduos melanodermas foram 
significantemente menos frequentes que os indivíduos leucodermas e 
feodermas (p=0,0001). Quanto à distribuição do tipo de fissura, 177 (59,8%) 
pacientes apresentaram FLP, 66 (22,3%) FL e 53 (17,9%) FP. A porcentagem 
de FLP foi significantemente maior que a porcentagem dos outros 2 tipos 
(p=0,0001) (Tabela 9). 
 
Tabela 9. Características dos pacientes com FL/PNS que foram utilizados para 




Valor de p 
n (%) 
Idade 
(média ± DP) 
Variação 
 
21,36 ± 5,47 
12-30 anos 
 
   
Gênero   
Masculino 165 (55,7) 
0,048 Feminino 131 (44,3) 
   
Raça/Cor de pele   
Leucoderma 148 (50)a 
0,0001 
Melanoderma 23 (7,8)b 
Feoderma 125 (42,2)a  
   
Tipo de Fissura   
Fissura Labial 66 (22,3)a  
Fissura Lábio-Palatina 177 (59,8)b 0,0001 
Fissura Palatina 53 (17,9)a  




5.2.2. Frequência das Anomalias Dentais 
Anomalias dentais foram encontradas em 171 (57,7%) pacientes com 
FL/PNS, sendo que 28 pacientes apresentavam FL (16,4%), 105 apresentavam 
FLP (61,4%) e 38 apresentavam FP (22,2%). Pacientes com FL foram 
significantemente menos afetados por anomalias dentais que pacientes 
afetados por FLP ou FP (p=0,004, Tabela 10). Embora os homens 
apresentassem mais anomalias dentais (n=90), comparando-se às mulheres 
(n=81), a distribuição foi similar entre os gêneros (p=0,43). Especificamente, os 
homens foram mais afetados por apinhamento dental, dente ectópico, 
giroversão, dente impactado, microdontia e dente supranumerário. Além disso, 
embora a cor de pele tenha sido estatisticamente diferente entre os grupos de 
fissura, não houve significância quanto à ausência e à presença de anomalia 
dental (p=0,6). 
Giroversão foi a anomalia dental mais frequentemente identificada entre 
os pacientes com FL/PNS (31,3%), seguida de agenesia dental (23,7%) e 
apinhamento dental (15,1%) (Tabela 11). Dentes impactados corresponderam 
a 8,8% de todas as anomalias dentais, microdontias corresponderam a 6,7% e 
taurodontias corresponderam a 4,3%. Hipoplasias de esmalte, dentes ectópicos 
e dentes supranumerários representaram 4,1%, 3,1% e 2,6% dos casos de 
anomalias dentais, respectivamente (Tabela 11). Dos 171 pacientes com 
FL/PNS que apresentavam anomalias dentais, 91 (53,2%) exibiram uma única 
anomalia e 80 (46,8%) pacientes apresentaram duas ou mais anomalias 
dentais (anomalias múltiplas). Agenesia dental em associação com giroversão 
(n=14) foi a combinação mais frequente e foi seguida pela associação de 
giroversão e apinhamento dental (n=9) e giroversão e dente impactado (n=5). 
Considerando o tipo de fissura, anomalias dentais múltiplas foram 
significantemente menos frequentes nos pacientes com FL, comparando-se 
com anomalias únicas (p=0,02) (Tabela 12). 
De forma geral, os dentes mais afetados pelas anomalias dentais foram 
os incisivos superiores (n=90, 21,9%), marcadamente o incisivo lateral direito, 
seguidos dos caninos inferiores (n=84, 20,4%), pré-molares superiores (n=76, 
18,5%), pré-molares inferiores (n=64, 15,6%), caninos superiores (n=32, 7,8%), 
molares superiores (n=26, 6,3%), molares inferiores (n=25, 6,1%) e incisivos 
inferiores (n=14, 3,4%). As FLs e FPs foram significantemente mais afetadas 
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por anomalias em incisivos e as FLPs por anomalias em pré-molares (p=0,01). 
A frequência de anomalias dentais da arcada dental superior (n=224, 54,5%) 
foi maior do que a inferior (n=187, 45,5%), sendo as FPs as mais 
significantemente afetadas (p=0,03). Não foi identificada diferença estatística 
entre os gêneros, considerando-se os dentes ou o grupo dental e nem quanto à 
arcada dental. 
A única anomalia dental que demonstrou diferença significante na 
distribuição entre os tipos de fissura foi a agenesia dental. A frequência de 
agenesia dental foi significantemente menor no grupo de pacientes com FL 
comparando-se com pacientes com FLP ou FP (p=0,03) (Tabela 13). O risco de 
ocorrência de agenesia dental em um paciente com FLP foi 5 vezes maior que 
em um paciente com FL (OR: 5,4; IC: 1,87-15,79), e um paciente com FP 
apresentou um risco ~7 vezes maior que um paciente com FL (OR: 6,7; IC: 
2,08-21,57). Entre os 66 pacientes com agenesia dental, 28 (42,4%) pacientes 
apresentaram agenesias múltiplas, sendo que 21 pacientes apresentaram 
agenesia de 2 dentes, 4 pacientes apresentaram agenesia de 3 dentes e 3 
pacientes apresentaram ausência de 4 dentes. A agenesia dental foi 
significantemente mais frequente na arcada superior (n=63, 63,6%) do que na 
arcada inferior (n=36; 36,4%) (p=0,007), sendo os segundos pré-molares 
superiores (21,2%) e incisivos laterais superiores (18,2%) os dentes mais 
afetados. Os pré-molares foram estatisticamente mais afetados do que os 
outros grupos dentais (p=0,0001). 
Os dentes mais afetados por giroversão foram os caninos inferiores 
(n=59) e dos 90 pacientes afetados por essa anomalia, 41 (45,6%) 
apresentaram 2 dentes simultaneamente envolvidos e 7 pacientes (7,8%) 
apresentaram 3 dentes afetados. Interessantemente, 22 (24,4%) desses 
pacientes apresentaram giroversão bilateral dos caninos inferiores. A 
mandíbula (n=96; 74%) foi mais frequentemente acometida que a maxila (n=34; 
26%). A giroversão foi identificada em 59 pacientes que apresentavam 
anomalias múltiplas. 
Os dentes mais afetados pelo apinhamento foram os incisivos superiores 
(n=20) seguidos dos pré-molares superiores (n=17). O apinhamento dental 
esteve presente associado ao dente girovertido (n=2), ao dente impactado 
(n=1), ao microdente (n=1) e ao dente supranumerário (n=1). Além disso, dos 
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37 pacientes com apinhamento dental, 24 (64,9%) apresentaram anomalias 
múltiplas. 
Os dentes mais afetados pela impactação dental foram os pré-molares 
superiores (n=18) seguidos dos caninos superiores (n=12). As anomalias 
dentais associadas ao dente impactado foram apinhamento e hipoplasia de 
esmalte, giroversão e dente ectópico. Apenas 2 (7,6%) pacientes apresentaram 
dente impactado como uma única anomalia dental, contrastando com os 24 
(92,4%) pacientes com anomalias múltiplas. 
Microdontias foram observadas em incisivos superiores (n=17) e 
molares superiores (n=9). A microdontia foi observada como anomalia única 
em 8 (33,3%) pacientes e como anomalias múltiplas em 16 (66,7%) pacientes.  
Dos 18 dentes afetados por taurodontismo, 13 (72,2%) ocorreram em 
molares inferiores e 5 (27,8%) em molares superiores. Dois pacientes 
apresentaram 4 taurodontias simultaneamente (um com todos os molares 
inferiores afetados e o outro com 2 molares superiores e 2 molares inferiores). 
Apenas 3 (30%) pacientes apresentaram taurodontismo como uma única 
anomalia dental. 
Das 17 hipoplasias de esmalte identificadas nos pacientes com FL/PNS, 
8 (47,1%) ocorreram nos pré-molares inferiores e 6 (35,3%) em pré-molares 
superiores. Um paciente apresentou 5 dentes afetados por essa anomalia (2 
pré-molares superiores, 2 pré-molares inferiores e 1 canino inferior), 2 
pacientes apresentaram 3 dentes afetados (2 pré-molares inferiores e 1 pré-
molar superior) e 1 paciente demonstrou 2 pré-molares superiores afetados por 
hipoplasia de esmalte. Dos 9 pacientes afetados por hipoplasia de esmalte, 
apenas 1 (11,1%) apresentou a hipoplasia de esmalte como alteração única. 
Erupções ectópicas envolveram os incisivos superiores (n=8, 61,5%), os 
caninos e pré-molares superiores (n=2 cada; 15,4%) e os pré-molares 
inferiores (n=1; 7,7%). Dente ectópico impactado foi observado em 4 pacientes. 
Em adição, dos 8 pacientes afetados, apenas 2 (25%) apresentaram o dente 
ectópico como alteração dental única. 
Nove pacientes apresentaram 11 dentes supranumerários, sendo que 
apenas 2 pacientes apresentaram mais de um dente extra. Os caninos 
superiores, pré-molares superiores e pré-molares inferiores foram os dentes 
mais afetados (27,3% cada). 
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Tabela 10. Presença de anomalias dentais em pacientes com FL/PNS. 
 











Anomalia Dental Fissura Labial Fissura Lábio-Palatina Fissura Palatina 
Valor de p
 n % n % n % 
Ausência 38 57,6 72 40,7 15 28,3  
Presença 28a 42,4 105b 59,3 38b 71,7 0,004 
Total 66 100 177 100 53 100  
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Anomalia Dental n % 
Giroversão 130 31,3 
Agenesia Dental 99 23,7 
Apinhamento 63 15,1 
Dente Impactado 37 8,8 
Microdontia 28 6,7 
Taurodontismo 18 4,3 
Hipoplasia de Esmalte 17 4,1 
Dente Ectópico 13 3,1 
Dente Supranumerário 11 2,6 
Total 416 100 
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Tabela 12. Frequência das anomalias dentais únicas e múltiplas nos pacientes com FL/PNS. 
 











Anomalia Dental Fissura Labial Fissura Lábio-Palatina Fissura Palatina Valor de p 
 n (%) n (%) n (%)  
Única 17 (60,7) 55 (52,4) 19 (50) 
0,02 Múltipla 11 (39,3)a 50 (47,6)b 19 (50)b 
Total 28 (100) 105 (100) 38 (100)  
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Tabela 13. Distribuição das anomalias dentais entre os tipos de FL/PNS. 
 
Anomalia dental FL FLP FP 
Valor de p
 n % n % n % 
Agenesia dental        
Não 62 93,9 131 74,0 37 69,8 0,03 Sim 4a 6,1 46b 26,0 16b 30,2 
Giroversão        
Não 52 78,8 123 69,5 31 58,5 0,9 Sim 14 21,2 54 30,5 22 41,5 
Apinhamento dental        
Não 60 90,9 156 88,1 43 81,1 
0,7 Sim 6 9,1 21 11,9 10 18,9 
Dente Impactado        
Não 61 92,4 161 91,0 48 90,6 0,8 Sim 5 7,6 16 9,0 5 9,4 
Microdontia        
Não 59 89,4 162 91,5 51 96,2 0,5 Sim 7 10,6 15 8,5 2 3,8 
Taurodontismo        
Não 66 100 170 96,1 50 94,3 0,2 Sim 0 0 7 3,9 3 5,7 
Hipoplasia de esmalte        
Não 65 98,5 171 96,6 51 96,2 0,6 Sim 1 1,5 6 3,4 2 3,8 
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* Continuação da tabela 13. 
a,b: Letras indicam diferença estatística. 
Dente ectópico        
Não 66 100 173 97,7 49 92,5 0,4 Sim 0 0 4 2,3 4 7,5 
Supranumerário        




6.1. Polimorfismos Gênicos e FL/PNS 
A amostra utilizada nesta parte do estudo pode ser considerada robusta, 
visto que cálculos de poder estatístico demonstraram que para a detecção de 
um efeito de 15%, o poder do estudo foi de aproximadamente 90%. Casos e 
controles não foram pareados e foram identificadas diferenças significantes em 
relação ao gênero e raça/cor de pele dos indivíduos que formaram os grupos. 
Quanto ao gênero, a proporção entre homens e mulheres foi praticamente 
inversa, com o grupo experimental apresentando mais homens e o grupo 
controle mais mulheres. A prevalência de homens no grupo experimental era 
esperada pelo fato de que homens são mais afetados pelas FL/PNS do que as 
mulheres; já a maior proporção de mulheres no grupo controle poderia ser 
explicada pelo número maior de mulheres que procuraram por atendimento 
odontológico convencional na clínica da Faculdade de Odontologia de Alfenas 
(UNIFENAS) em relação aos homens. Quanto à etnia, a população brasileira 
pode ser considerada uma das mais heterogêneas do mundo, sendo 
representa por uma miscigenação étnica de euro-brasileiros (colonizadores 
espanhóis e portugueses, principalmente), afro-brasileiros e ameríndios, o que 
torna muito difícil caracterizar a etnicidade dos indivíduos (Vieira et al., 2002; 
Bertoja et al., 2008). Em adição, existem fortes evidências de que cor de pele 
não é um indicador muito seguro de raça na população brasileira (Parra et al., 
2004, Estrela et al., 2008). Para minimizar a influência dessas diferenças entre 
os grupos, realizou-se regressão logística ajustada para gênero e raça/cor de 
pele para determinar a real associação dos polimorfismos com o grupo 
experimental. 
Inúmeras evidências indicam que as FL/PNS, como resultado da 
diversidade gênica, baixa penetrância e influência de vários fatores ambientais, 
são geneticamente complexas (revisado por Lidral et al., 2008). Não existe um 
único gene associado a todas às FL/PNS. Na verdade, vários loci foram 
correlacionados com a etiologia das FL/PNS (Field et al., 2004; Marazita et al., 
2004; Koillinen et al., 2005; Carinci et al., 2007; Riley et al., 2007b; Vieira et al., 
2008b; Birnbaum et al., 2009; Grant et al., 2009; Mangold et al., 2009; Marazita 
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et al., 2009; Letra et al., 2010; Mangold et al., 2010). Uma das estratégias que 
têm contribuído para identificação de genes associados às FL/PNS é a 
avaliação de polimorfismos em genes causadores de síndromes apresentando 
FL/P como uma característica. O melhor exemplo do sucesso dessa estratégia 
é IRF6, o gene causador de VWS e PPS (Zucchero et al., 2004; Scapoli et al., 
2005; Vieira et al., 2007; Birnbaum et al., 2008; Rahimov et al., 2008; Jehee et 
al., 2009; Rojas-Martinez et al., 2010; Wu et al., 2010). No presente estudo 
foram analisados 7 polimorfismos nos genes TP63, MID1, PVRL1, RUNX2 e 
TBX1, os quais são etiológicos para síndromes que apresentam a FL/P como 
parte do espectro clínico. Apenas os polimorfismos rs7940667 do gene PVRL1 
e rs28649236 e rs4819522 do gene TBX1 foram confirmados na população 
analisada. 
O polimorfismo rs28649236 no gene TBX1 foi o único a demonstrar um 
resultado significante. O alelo G e os genótipos AG e GG ocorreram em uma 
frequência significantemente maior no grupo controle que no grupo 
experimental, e o alelo G promoveu um significante efeito protetor para o 
desenvolvimento de FL/PNS (p=0,0002; OR: 0,41; IC 95%: 0,25-0,67). No 
entanto, a distribuição dos genótipos não foi associada a um tipo específico de 
fissura. Como um fato não esperado, nossos resultados demonstraram que a 
distribuição genotípica do polimorfismo rs28649236 não se encontra em 
equilíbrio de Hardy-Weinberg. Explicações para tal fato podem residir em erros 
de genotipagem, grupo de amostras com heterogeneidade étnica e fato 
aleatório, visto que 1 em cada 20 marcadores podem apresentar desequilíbrio 
(Lewis, 2002). Interessantemente, nossos resultados foram validados repetindo 
a reação de PCR-RFLP em 10% das amostras e encontramos uma 
concordância plena. Em adição, estudos utilizando a população brasileira 
também encontraram amostras em desequilíbrio e supõe-se que a 
complexidade étnica da nossa população pode justificar tal achado (Gaspar et 
al., 1999, Zucchero et al., 2004). 
Embora não existam estudos demonstrando a funcionalidade desse 
polimorfismo, o nucleotídeo polimórfico está situado em uma região de splicing 
e a presença do nucleotídeo variante G é preditivo de uma alteração nesse 
sítio. Em adição, nós observamos uma marcante alteração no perfil hidrofóbico 
da proteína na presença do aminoácido glicina (aminoácido polimórfico) 
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comparado com o aminoácido arginina (Hall, 1999). Em qualquer das 
situações, um efeito significativo na função protéica é esperado. Não existem 
estudos na literatura avaliando esse polimorfismo em FL/PNS. Han e 
colaboradores (2006) demonstraram uma frequência maior do polimorfismo 
rs28649236 em crianças com defeitos conotruncais. A expressão de TBX1 foi 
identificada no tecido coronariano em desenvolvimento, suportando os 
resultados de Han et al. (Chieffo et al., 1997). Interessantemente, TBX1 é 
expresso na palatogênese durante o alongamento e elevação das placas 
palatinas (Goudy et al., 2010). Então, caberá aos estudos futuros avaliar a 
contribuição deste polimorfismo no desenvolvimento das FL/PNS em diferentes 
populações. 
Dos outros 2 polimorfismos em TBX1, rs4819522 foi confirmado em 
nossa população, mas não apresentou significância entre os grupos após 
aplicação do teste de correção de Bonferroni para múltiplas comparações. Uma 
das principais questões em estudos de associação é a forma de avaliar o 
significado de múltiplas comparações. A correção de Bonferroni é comumente 
aplicada, mas é geralmente muito estringente. Uma alternativa para o fato seria 
a utilização da replicação do teste em um segundo conjunto de amostras, 
contudo, nós não tivemos acesso a esse segundo conjunto de amostras. A 
proporção do alelo C na população brasileira (75,9%) foi muito similar à 
proporção observada na população de origem hispânica (75%). Similarmente, a 
distribuição genotípica do polimorfismo rs4819522 foi semelhante entre a 
população deste estudo (57,1%) e a população hispânica (59,1%). 
Diferentemente, populações da Europa, Ásia, África Sub-Saariana e Afro-
americanos apresentam a frequência do alelo C e do genótipo CC mais 
elevada (alelo C ~91% e genótipo CC ~82%) do que na população avaliada 
neste estudo (GeneBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
O genótipo comum do polimorfismo rs7940667 do gene PVRL1 foi 
observado em 71,7% dos indivíduos do grupo experimental e em 75,3% dos 
voluntários do grupo controle, representando 73,5% da população investigada, 
o que é comparável com a frequência dos europeus (76,7%) (GeneBank, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Uma alta frequência desse genótipo também é 
observada em indivíduos de origem asiática, mas uma prevalência de apenas 
46% é encontrada em indivíduos africanos. Em nosso estudo, o polimorfismo 
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rs7940667 não foi correlacionado com nenhum dos grupos analisados. Este 
polimorfismo tem sido estudado como fator de risco para FL/PNS em algumas 
populações, porém os resultados são inconclusivos (Ávila et al., 2006; 
Neiswanger et al., 2006; Sӧzen et al., 2009). Corroborando os nossos 
resultados, Sӧzen et al. (2009) não identificaram uma correlação desse 
polimorfismo com FL/PNS de pacientes norte-americanos e australianos. 
Interessantemente, esses autores encontraram o alelo variante A na população 
norte-americana, mas não na população australiana. Neiswanger et al. (2006) 
também não encontraram uma correlação entre o polimorfismo rs7940667 e 
pacientes da Guatemala com FL/PNS. Contudo, esses autores encontraram 
uma correlação significante entre outro polimorfismo (rs3829260) do gene 
PVRL1 e FL/PNS e demonstraram uma associação entre defeitos no músculo 
orbicular oral e FL/PNS. Em oposição aos nossos resultados, Ávila e 
colaboradores (2006) demonstraram que o polimorfismo rs7940667 é 
significantemente associado ao desenvolvimento de FL/PNS, principalmente 
nas formas isoladas de FL e FP, em populações de Iowa-EUA, Filipinas e 
Dinamarca. Considerando que o gene PVRL1 codifica um receptor de 
superfície utilizado pelo vírus herpes simples durante o processo de infecção, e 
que infecções maternas durante o período gestacional têm sido 
correlacionadas como um fator de risco para o nascimento de um filho com 
FL/PNS, Ávila et al. (2006) exploraram a possível interação gene-ambiente em 
pacientes com FL/PNS e suas respectivas mães em uma amostra de pacientes 
sul-americanos (amostras oriundas da Argentina, Brasil, Bolívia, Chile, 
Equador, Paraguai, Uruguai e Venezuela). Nenhuma associação entre o 
polimorfismo rs7940667 e a exposição viral foi observada. Infelizmente, os 
autores não discriminaram as populações sul-americanas quanto à frequência 
alélica e genotípica para o polimorfismo rs7940667, o que nos impede de 
conhecermos a sua distribuição na população brasileira. Desta forma, mais 
estudos são necessários para que se possa evidenciar a real participação de 
variantes polimórficas do gene PVRL1 na etiologia das FL/PNS. 
Neste estudo nós também avaliamos a existência de uma possível 
interação gene-gene entre os polimorfismos que revelaram variações na 
população estudada (rs7940667 do gene PVRL1 e rs4819522 e rs28649236 do 
gene TBX1). Entretanto, nenhuma relação foi encontrada e o rs28649236 do 
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gene TBX1 parece contribuir de maneira independente para um risco 
aumentado de desenvolvimento de FL/PNS. Quatro dos polimorfismos 
estudados não foram confirmados na população brasileira estudada. Estes 
resultados não são inesperados, visto que 2 destes genótipos (rs34713855 do 
gene TP63 e rs11498200 do gene RUNX2) são invariáveis em praticamente 
todas as populações estudadas, incluindo populações da Europa, Ásia e África 
Sub-Saariana (GeneBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), enquanto que outros 2 
(rs55986608 de MID e rs28939675 de TBX1) nunca foram estudados. 
Em resumo, os resultados deste estudo demonstraram que o 
polimorfismo rs28649236 do gene TBX1 apresenta um efeito protetor para o 
desenvolvimento de FL/PNS na população brasileira. Além disso, este estudo 
corrobora evidências prévias que demonstraram a influência de genes 
responsáveis por síndromes contendo FL/P na etiopatogenia das FL/PNS. 
 
6.2. Anomalias Dentais e FL/PNS 
Até o presente momento, estudos genéticos em fissuras orofaciais têm 
definido o fenótipo FL/PNS apenas como uma característica qualitativa (afetado 
ou não afetado). No entanto, inúmeras linhas de evidências sugerem que os 
grupos de FL/PNS (FL, FLP e FP) podem apresentar subgrupos específicos 
com contribuições genéticas distintas, incluindo penetrância incompleta e 
expressividade variável dentro de uma mesma família (Lidral et al., 2008; 
Jugesser et al., 2009) . Recentemente, foi proposto que as anomalias dentais 
em áreas não acometidas pelas fissuras poderiam servir como marcadores 
para a definição de subfenótipos de FL/PNS (Letra et al., 2007). Sob essa 
perspectiva, vários trabalhos com diferentes populações de FL/PNS 
demonstraram que anomalias dentais, principalmente as anomalias de número, 
erupção e estrutura, são mais prevalentes em pacientes com FL/PNS do que 
na população em geral (Ranta & Rintala, 1982; Shapira et al., 2000; Slayton et 
al., 2003; Letra et al., 2007; Menezes & Vieira, 2008; Al Jamal et al., 2010; 
Küchler et al., 2010). Os nossos resultados corroboram com tais estudos e 
confirma que as anomalias dentais em pacientes brasileiros com FL/PNS são 
mais frequentes do que em indivíduos brasileiros normais (Coutinho et al., 
1998; Castro et al., 2004; Küchler et al., 2008a; Küchler et al., 2008b). Dos 296 
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pacientes avaliados, 171 (57,7%) apresentaram pelo menos uma anomalia 
dental, o que foi superior a estudos semelhantes que apontaram uma 
frequência de anomalias dentais entre 32,2 e 49,4% em pacientes com FL/PNS 
(Letra et al., 2007; Menezes & Vieira, 2008; Küchler et al., 2010). Esta 
frequência aumentada pode também ser atribuída a correções cirúrgicas 
realizadas em idades tenras. O número de casos na nossa amostra não 
permitiu a subdivisão de acordo com o tempo cirúrgico e muitos dos pacientes 
que chegaram ao Centro de Reabilitação de Alfenas não foram acompanhados 
desde a infância, o que impossibilitou o resgate da história médica/cirúrgica 
pregressa desses pacientes. 
Outro ponto interessante dos nossos resultados foi que pacientes com 
FLP e FP demonstraram um número significantemente maior de anomalias 
dentais que pacientes com FL. Corroborando os nossos resultados, Menezes & 
Vieira (2008) demonstraram que pacientes com FP foram significativamente 
mais afetados pelas anomalias dentais do que pacientes com FL e FLP. Estes 
resultados contrastam com alguns estudos na literatura que demonstraram 
uma frequência maior de anomalias dentais em pacientes com FLP comparado 
com pacientes afetados por FL ou FP (van den Boogaard et al., 2000; Shapira 
et al., 2000; Eerens et al., 2001; Slayton et al., 2003, Aizenbud et al., 2005; 
Letra et al., 2007). Reforçando os nossos achados, os pacientes com FP foram 
os mais afetados mesmo entre os pacientes com anomalias dentais múltiplas. 
Isto sugere que não existe uma relação direta entre o número de anomalias 
dentais e a extensão da fissura. Contudo, os nossos resultados são similares 
aos reportados recentemente por Aizenbud e colaboradores (2010) que 
descreveram FL como subtipo de fissura com o menor índice de associação 
com anomalias dentais. Esses autores sugeriram que fissuras sem 
envolvimento de tecido ósseo apresentam menor quantidade de tecido 
mesenquimal deficiente e, portanto, poderiam induzir menos alterações durante 
o desenvolvimento dental. 
Este estudo está de acordo com a maioria dos estudos evidenciando a 
falta de associação entre a presença das anomalias dentais e o gênero do 
paciente com FL/PNS (Shapira et al., 1999; Ribeiro et al. 2002, Ribeiro et al., 
2003; Menezes & Vieira, 2008; Al Jamal et al., 2010; Akcam et al., 2010; 
Küchler et al., 2010; Tereza et al., 2010). Em pacientes sem fissura, a 
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correlação entre anomalias dentais e gênero é muito divergente (Whinttingtom 
& Durward, 1996; Ribeiro et al., 2003; Küchler et al., 2008a,b). No entanto, 
Demirjian et al. (1973) observaram que os mecanismos que controlam o 
desenvolvimento dental são independentes da maturidade somática e sexual, 
mas parecem ser altamente influenciados por fatores etiológicos, tais como os 
das fissuras. Dentre as anomalias identificadas em nosso estudo, praticamente 
todas estão em uma incidência superior à população normal, com exceção de 
taurodontismo e dentes supranumerários. As frequências de taurodontismo e 
dentes supranumerários na população normal são de 0,3 a 11,3% (Shifman & 
Chanannel, 1978; Jorgenson et al., 1982; Küchler et al., 2008a) e 0,1 a 3,6%, 
respectivamente (Silva Meza, 2003; Arathi & Ashwini, 2005; Acikgoz et al., 
2006). Nós identificamos taurodontismo em 4,3% dos pacientes com FL/PNS e 
dentes supranumerários em 2,6% dos pacientes com FL/PNS. 
Os principais dentes afetados por anomalias foram os incisivos laterais 
superiores, caninos inferiores e primeiros pré-molares superiores. Em geral, os 
pacientes com FL e FP foram mais afetados por anomalias em incisivos e os 
pacientes com FLP, por anomalias em pré-molares. Os nossos resultados 
estão parcialmente de acordo com o estudo de Menezes & Vieira (2008), que 
identificaram os incisivos laterais e pré-molares superiores e segundos pré-
molares inferiores como sendo os dentes mais afetados. Em adição, nosso 
estudo se assemelha metodologicamente muito ao estudo de Menezes & Vieira 
(2008), embora o objetivo desses autores tenha sido definir subfenótipos de 
fissura baseando-se em anomalias dentais. A maioria dos estudos na literatura 
observou que as anomalias afetam principalmente os incisivos laterais e os 
pré-molares (Tsai et al., 1998; Ribeiro et al., 2003; Letra et al., 2007; Tortora et 
al., 2008; Camporesi et al., 2010; Al Jamal et al., 2010; Küchler et al., 2010). 
Vale ressaltar que a grande diversidade de resultados encontrados na literatura 
pode ser explicada pela aplicação de diferentes critérios metodológicos para a 
classificação das fissuras e das anomalias dentais. É interessante destacar que 
simulamos uma análise estatística subdividindo as fissuras em 9 subtipos (FL 
unilateral/bilateral e completa/incompleta, FLP unilateral/bilateral e 
completa/incompleta e FP completa/incompleta) e os resultados foram 
similares aos observados utilizando a classificação clássica de 3 subtipos. Visto 
que o número reduzido de pacientes em alguns grupos e consequente 
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limitação estatística imposta por estas condições, optamos por apresentar 
nossos resultados com a classificação de 3 subtipos. 
Giroversão foi a anomalia dental mais frequentemente identificada entre 
os pacientes  com FL/PNS (31,3%) e giroversão bilateral dos caninos inferiores 
foi identificada em 24,4% dos casos. O presente estudo é o primeiro a relatar 
essa frequência de giroversão em pacientes fissurados. Embora não tenha 
ocorrido uma diferença significante entre os tipos de fissura, os pacientes com 
FP foram os mais afetados por essa anomalia. Akcam et al. (2010) 
demonstraram que a giroversão estava presente principalmente na região 
anterior superior sem preferência por um tipo especifico de fissura. No entanto, 
estes autores não especificaram qual dente foi o mais afetado e se estava 
dentro ou fora da área de fissura. Letra et al. (2007) identificaram que a 
giroversão estava entre as anomalias mais frequentemente identificadas em 
pacientes com FL/PNS, comparando-se a indivíduos normais, sendo os 
caninos inferiores os mais afetados. Os autores ainda observaram que a 
giroversão apresentava associação preferencial com as FLPs. A alta frequência 
de giroversão em nosso estudo pode ser devida ao critério metodológico 
empregado neste estudo. É importante ressaltar que a giroversão pode ser 
induzida pelas cirurgias reparadoras do lábio e/ou palato dos pacientes 
fissurados. 
A distribuição de agenesias dentais foi significantemente diferente entre 
os tipos de fissura, sendo os pacientes com FL menos afetados que os 
pacientes com FLP ou FP. A maioria dos estudos demonstra que as FLPs 
apresentam maior prevalência de agenesia dental entre os tipos de fissura 
(Ranta & Tulensalo, 1988; Lopes et al., 1991; Vichi & Franchi, 1995; Larson et 
al., 1998; Dewinter et al., 2003; Menezes & Vieira, 2008), contrastando com os 
nossos resultados que evidenciaram as FPs as mais afetadas por agenesia 
dental. Dos 296 pacientes analisados neste estudo, 66 (22,3%) apresentaram 
agenesia dental. Interessantemente, estudos prévios relataram uma incidência 
de agenesia dental em pacientes fissurados que varia de 15,7 a 77% (Shapira 
et al., 2000; Eerens et al., 2001; Ribeiro et al., 2003; Aizenbud et al., 2005; 
Letra et al., 2007; Al Jamal et al., 2010; Menezes & Vieira 2008; da Silva et al., 
2008). Essa discrepância entre os resultados pode ser atribuída à inclusão 
inapropriada de dentes em áreas contínuas às fissuras. Nessas áreas, a 
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ausência dental é provavelmente uma consequência direta (local) da ausência 
de fusão dos processos embrionários e não somente uma ação genética. Mais 
importante, quando anomalias em áreas de fissuras foram excluídas, a 
incidência de agenesia dental foi muito semelhante (índices de 26 a 31,6%) ao 
encontrado em nosso estudo (Eerens et al., 2001; Letra et al., 2007; Menezes 
& Vieira 2008; da Silva et al., 2008). Os principais dentes envolvidos por 
agenesia foram os segundos pré-molares superiores e os incisivos laterais 
superiores. Corroborando os nossos resultados, Ribeiro et al. (2003) também 
identificaram que os segundos pré-molares superiores foram os dentes mais 
afetados pela agenesia dental fora da área de fissura. Essa distribuição, 
especialmente distante da fissura, pode sugerir um contexto genético comum 
entre as alterações. Favorecendo essa hipótese, Letra et al. (2007) propuseram 
que a presença constante de anomalias dentais no lado oposto às fissuras 
unilaterais, especialmente agenesia de incisivo lateral, poderia representar 
formas “frustradas” de fissuras bilaterais. Interessantemente, alterações em 
MSX1, TGFA, PAX9, FGFR1 e IRF6, genes já relacionados com a etiologia das 
FL/PNS, são associados também com agenesia dental isolada (Modesto et al., 
2006; Vieira et al., 2007). Em concordância com os resultados de Letra et al. 
(2007), nós identificamos neste estudo que a agenesia dental em associação 
com a giroversão foi a forma mais frequente de múltiplas anomalias dentais, 
sendo as FLP (92,8%) as mais afetadas. O malposicionamento do canino e 
agenesia dental são anomalias que frequentemente ocorrem juntas na 
população humana (Pirinen et al., 1996; Peck et al., 1993; Peck et al., 2002). 
Além disso, malposicionamento dental tem sido associado a várias anomalias 
dentais (Peck et al., 1993; Peck et al., 2002; Ely et al., 2006) e às fissuras orais 
(Letra et al., 2007). Em conjunto, os dados sugerem que as FL/PNS e certos 
tipos de anomalias dentais, tais como a agenesia dental e a giroversão, podem 
apresentar um similar contexto genético e anomalias dentais podem 
representar possíveis marcadores clínicos para subfenotipar as FL/PNS. 
Futuros estudos genéticos irão esclarecer tal suposição. 
Embora este estudo represente uma descrição minuciosa das anomalias 
dentais presentes em um grupo de pacientes com FL/PNS, amostras maiores 
são necessárias para efetivamente determinar a relação de cada anomalia 
dental com os respectivos tipos de fissura. Além disso, o desenho inicial deste 
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trabalho era analisar clínica e geneticamente pacientes com FL/PNS e 
indivíduos normais (controle) quanto à frequência de anomalias dentais. 
Portanto, estes dados representam resultados preliminares e serão 
complementados em estudos futuros. 
Considerando a importância do diagnóstico das anomalias dentais, é 
bem evidente que elas geram não somente problemas estéticos como também 
alterações funcionais. Portanto, o diagnóstico precoce dessas alterações 
permite que se estabeleçam condutas clínicas e ortodônticas preventivas, 
interceptivas e corretivas, visando à minimização dos seus efeitos deletérios no 
desenvolvimento da oclusão dental e da estética dos pacientes fissurados, 
favorecendo assim uma melhora na qualidade de vida desses pacientes. 
Em resumo, este trabalho está de acordo com muitos estudos que 
demonstraram uma frequência elevada de anomalias dentais em pacientes 
com FL/PNS, enfatizando que tais alterações possam fazer parte de um 
contexto genético único. Associadamente, os resultados sugerem que 
determinadas anomalias dentais, como agenesia dental e giroversão, possam 





















1. A presença do alelo variante G no gene TBX1 (rs28649236) foi 
significantemente mais frequente no grupo controle e sua presença no 
genótipo contribuiu para um risco de aproximadamente 2,5 vezes menor 
de apresentar FL/PNS. 
 
2. Os polimorfismos rs7940667 do gene PVRL1 e rs4819522 do gene 
TBX1 não apresentaram nenhuma associação significante com FL/PNS 
nesta população brasileira avaliada. 
 
3. Quatro dos polimorfismos em potencial deste estudo, rs34713855 de 
TP63, rs55986608 de MID1, rs11498200 de RUNX2 e rs4819522 de 
TBX1 não foram confirmados na população brasileira. 
 
4. Pacientes com FL apresentaram uma frequência significantemente 
menor de anomalias dentais comparando com pacientes afetados por 
FLP ou FP. 
 
5. Agenesia dental foi a única anomalia dental mais frequentemente 
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